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GIiRIS VE AMAC

Akut bobrek hasar1 (ABH), genellikle bobrek fonksiyonlarinin aniden bozulmasiyla
karakterize olup, glomeriiler filtrasyon hizinda ani bir azalma olarak tanimlanmaktadir (1,2).
Kritik hastalar i¢in ABH 6nemli bir mortalite ve morbidite sebebidir. Gelisen tiim yontem ve
tedavilere ragmen morbidite ve mortalite yiiksek diizeylerini korumaktadir (3).

Rabdomiyoliz, travma veya travma dis1i nedenlere bagli olarak ¢izgili kaslarin
hasarlanmas1 sonucu hiicre i¢i bilesimin sistemik dolasima ge¢mesi olarak tanimlanmaktadir
(4). Rabdomiyolizin major sebeplerinden biri “crush” sendromudur (5). “Crush” sendromu,
travmaya bagli rabdomiyoliz sonucunda ortaya ¢ikan, travmanin dogrudan etkisinden sonra
depremlerde ikinci sirada Olime yol agan sistemik bir hastaliktir (6). Diinyada yaygin
kazazedelerin oldugu felaketler; 1908 yilinda Giiney italya’da Messina depremi, 1941 yilinda
Londra bombardimanlari, 1982 yilinda Liibnan Beyrut’ta Amerika Birlesik Devletleri
biytikel¢iliginin yikilmasi, 1989 yilinda Loma Preita depreminin tetikledigi San Francisco-
Oakland Korfezi Kopriisii’niin yikilmasi, 1995 yilinda Hanshin-Awji depremi ve 1999 yilinda
Tiirkiye’deki Izmit depremi “crush” hasari da dahil olmak iizere rabdomiyolizi én plana
¢ikardig bildirilmistir (7). Rabdomiyolizin en 6nemli komplikasyonu %17-33 oraninda goriilen
akut bobrek hasaridir (8). Rabdomiyolizle indiiklenen bébrek hasarinin, tiim akut bobrek hasari
vakalarinin %15 kadarimi olusturdugu rapor edilmistir (9).

Sicanlarda gliserol ile gelistirilen akut bobrek hasart modeliyle, bobreklerde incelenen
patolojik degisikliklerin, rabdomiyolizli ve intravaskiiler hemolizli insanlarda goriillen ABH
stireciyle benzer oldugu bildirilmistir (10). Mevcut ¢alismada siganlara intramiiskiiler gliserol

enjeksiyonu yapilarak rabdomiyoliz aracili miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 (mABH)
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olusturuldu. Literatiir degerlendirildiginde mevcut deneysel modelde relaksinin etkilerinin
incelendigi baska bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Relaksin 1920°1i yillarda Frederick L. Hisaw tarafindan kesfedilmis, anti-inflamatuvar,
anti-apoptotik, vazodilatator ve anti-fibrotik etkiye sahip bir hormondur (11-13). Relaksinin
major etkisi sistemik ve vaskiiler tonusun diizenlenmesini igerir ancak bu olaya birgok
mekanizma eslik etmektedir. Endotelin sistem ile etkilesiminin ozellikle 6nemli oldugu
vurgulanmaktadir (14). Bobrekte relaksin 6nemli bir vazodilatatordiir ve bu etkisini biiyiik
oranda nitrik oksit (NO) firetimini arttirmasiyla gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. Fakat
relaksinin NO sistemini nasil aktive etttigi bilinmemektedir. Nitrik oksit fizyolojik olarak
bobrek fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde énemli rol oynamaktadir. Endoteliyal disfonksiyon
ve hipertansiyon gelisimi ile iliskilendirilen nitrit oksit eksikligi ayrica kronik bobrek
hastaligiyla da iliskilendirilmektedir. Bobreklerde NO’nun sodyum geri emilimi, oksidatif
stres, ekstraseliiler matriks {iretimi, konraktil hiicrelerinin biiyiimesinin inhibisyonu ve renal
vazodilatasyonu da igeren birgok yararli etkilere neden oldugu rapor edilmistir (13). Gliserol
aracili ABH miyoglobiniiri, tiibiiler nekroz ve renal vazokonstriksiyonla karakterize edilir
(15,16). Akut bobrek hasarinda NO ve NO biyoyararliliginin azalmasi endotel disfonksiyonuna
sebep olmaktadir (17).

Calismamizda bu bilgiler yol gosterici olup, mABH’de relaksinin bobrek fonksiyonlari,
fizyopatolojisi ve nitrik oksit mekanizmasi lizerine olan etkilerini arastirmay1 amagladik. Bu
caligmada elde edilecek sonuglar, relaksinin ABH patogenezindeki iligkisi ile ABH gelisimini

engellemede koruyucu bir ajan olarak kullanilip kullanilmayacagi konusunda fikir verecektir.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Akut bobrek hasari, bobrek ekskretuar fonksiyonlarda (bobrek atilim fonksiyonlarinda)
ani bir azalma olup, kreatinin ve nitrojenli atik {irinlerin kanda geri doniisiimlii olarak artisi,
idrar miktarinda azalma, sivi ve elektrolit dengesini diizenleyen bobregin yetersizligiyle
karakterizedir. Glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) ani bir azalma olarak da tanimlanmaktadir
(2,18).

Tip tarthi boyunca bobrek fonksiyonlarindaki ani degisiklikler farkli isimlerle
anilmistir. On dokuzuncu yilizyilin baslarinda “Ischuria Renalis” terimi kullanilmis olup
“bobreklerin idrar tutmasi” anlamina geldigi bildirilmistir. 1950’lerde akut bobrek yetmezligi
terimi kullanilmistir (19). Son yillarda ise ABH kavraminin benimsendigi rapor edilmistir (20).
Akut bobrek hasarmin ilk tanimlamasi olan RIFLE smiflamasi ilk olarak 2004 yilinda
yayinlanmistir (21). RIFLE kisaltmasi1 “Risk”, “Injury”, “Failure”, “Loss of kidney function”,
“End-stage renal disease” siniflamalarinin  bas harflerinden olusmaktadir. RIFLE
siiflamasinda risk, hasar ve yetmezlik degerlendirilirken serum kreatinin veya tahmini
glomeriiler filtrasyon hizi ve idrar ¢ikisindaki degisiklikler 6l¢iit olarak kullanilmistir. Yine
RIFLE smiflamasinda son iki siif olan bobrek fonksiyon kaybi ve son donem bobrek hastaligi
ise renal replasman tedavisine bagimlilik siirecine gore belirlendigi rapor edilmistir (3,21).
RIFLE smiflamasina gére serum kreatinin diizeyinde 1.5 katlik artis ya da GFR’de %25°ten
daha fazla bir azalma ile birlikte 6 saat siire ile idrar miktarinin saatte 0.5 ml/kg’dan az olmasi

risk olarak degerlendirilmekte iken, serum kreatinin diizeyinde 2 katlik bir artis veya GFR’de



%50°den daha fazla bir azalma ile birlikte 12 saat siire ile idrar miktarinin saatte 0.5 ml/kg’dan
az olmas1 hasar olarak degerlendirilmektedir. Serum kreatinin diizeyinde 3 katlik bir artis veya
GFR’de %75’den daha fazla bir azalma ile birlikte 24 saat siire ile saatte idrar miktarmnin 0.3
ml/kg daha az olmas1 veya 12 saat siire ile antiri tablosu yetmezlik olarak degerlendirilmektedir.
En az 4 hafta siire ile diyaliz bagimlilig1 bobrek fonksiyon kaybi olarak degerlendirilmekte iken
en az 3 ay boyunca diyaliz bagimliligi son donem bobrek hastaligi olarak degerlendirilmektedir
(3,19,21).

Akut bobrek hasarmin primer sebepleri iskemi, hipoksi ve nefrotoksisitedir (2). Akut
bobrek hasar1 etiyolojik olarak; prerenal, postrenal ve renal akut bobrek hasari olarak
smiflandirilabilir. Prerenal akut bobrek hasari en sik goriilen formudur ve temel sebebi renal
kan akiminda azalmadir. Vakalarin %40-70’inde goriildiigii bildirilmistir (22). Postrenal akut
bobrek hasari, iiriner akimda akut obstriiksiyon ile karakterizedir. Uriner kanal obstriiksiyonu,
intratiibiiler basinci arttirir ve boylece glomertiler fitrasyon hizi azalmaktadir (2). Postrenal akut
bobrek hasarinin vakalari %5’ini olusturdugu bildirilmistir (23).

Intrinsik akut bdbrek hasari, parankimal hasar ile karakterizedir. Vakalarin %10-
50’sinde goriilmektedir (22). Intrinsik bdbrek hasarmin etiyolojisi goz éniine alindiginda
bobregin dort major yapisinin hasarmi diisiinmek gerekmektedir. Bu dort yapi tiibiiller,
glomeriilus, interstisyum ve intrarenal kan damarlaridir. Akut tiibiiler nekroz (ATN),
tiibiillerdeki hasardan kaynaklanan akut bobrek hasarini tanimlamak igin kullanilan bir terimdir.
Akut tilibiiler nekrozun iskemik ve nefrotoksik olmak iizere iki 6nemli nedeni oldugu
bildirilmigtir. Iskemik ATN; renal perfiizyonda uzun siiren azalmadan kaynaklanmaktadir.
Nefrotoksik ATN; bobrekte toksik veya potansiyel toksik endojen (rabdomiyolizde miyoglobin
gibi) ve ekzojen (aminoglikozidler gibi) bilesimlerin gesitliliginden kaynaklanmaktadir.
Glomeriiler hasar, akut glomeriilonefritin ciddi durumlarinda meydana gelmektedir. Interstisyel
hasar, akut interstisyel nefritten kaynaklanmaktadir. Akut interstisyel nefrit ise ¢esitli ilaglardan
dolay1 alerjik reaksiyon veya enfeksiyondan dolay1 gelisebilmektedir. Vaskiiler hasarda ise,
intrarenal damarlarin hasarlanmasi s6z konusudur ve boylece renal perfiizyon ve glomeriiler
filtrasyon hiz1 azalmaktadir (2).

Akut bobrek hasari, gelismekte olan ilkelerde artan morbidite ve mortaliteden
sorumludur (22). ABH olusma siklig1 klinik duruma gore farkliliklar gosterir. Hastaneye kabul
edilen vakalarda kabulde %1, hastaneye yatirilarak izlenen hastalarda %2-5, kardiyopulmoner
baypas sonrasinda %4-15 sikliginda goriildiigii rapor edilmistir (24). Kardiyopulmoner baypas

uygulanmis cocuk hastalarla yapilmis prospektif bir calismaninin verilerine gore, ¢ocuklarin
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yaklasik olarak %28’inde ABH gelistigi bildirilmistir (25). 312 kohort ¢aligmadan olusan meta-
analiz verilerine gore akut rahatsizlikla hastanede yatan yetiskinlerin 1/5’inde, ¢ocuklarin ise
1/3’iinde ABH gelistigi rapor edilmistir (1,26). Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir
calismada ise hastanede yatan hastalarda ABH olusma oraninin 1979 yilinda %4.9 iken, 1996
yilinda bu oranin %7.2’ye artis gosterdigi bildirilmistir (1). Amerika Birlesik devletleri renal
data sistemleri verilerine gore 2012 yilinda saglik sigortasi olan hastalarda, ABH oraninin %20
ile %80 arasinda oldugu ve bu oranin yasla beraber artis gosterdigini rapor etmislerdir (27).
2007 yili Tiirk Nefroloji Dernegi verilerine gore Tiirkiye’de ABH mortalite oraninin %15.1
oldugu rapor edilmistir (28). Giiniimiizde de ABH, kompleks cerrahi girisimlerde, travma
sonrast ve yogun bakim {initelerinde yatan hastalarda siklikla gelisebilen ve hayati tehdit eden

bir komplikasyon olmaya devam etmektedir (16).

Rabdomiyoliz

Rabdomiyoliz, travma veya travma dis1 nedenlere bagli olarak c¢izgili kaslarin
hasarlanmas1 sonucu hiicre i¢i bilesimin sistemik dolagima ge¢mesi olarak tanimlanmaktadir
(4). Rabdomiyolizin yaygin goriilen nedenleri travma, yogun egzersiz, kas hipoksisi, genetik
defektler, enfeksiyonlar, viicut sicaklik degisimleri, metabolik ve elektrolit bozukluklar, ila¢ ve
toksinler olarak ifade edilebilir. Ayrica idiyopatik bir durumda s6z konusu olabilmektedir.
Ozellikle alkol, yasa dis1 uyusturucular, lipid diisiiriicii ajanlar yaygin sebepler arasindadir (29).
Rabdomiyoliz vakalarinin %81 ’inden alkol ve uyusturucu maddelerin sorumlu oldugu ve bu
hastalarin ticte birinde ABH gelistigi rapor edilmistir (30).

Rabdomiyolizin eski ahit donemlerinden bu yana bilindigi diisliniilmektedir. Yahudiler
goc sirasinda seyahat ederken bildircin eti ile beslenmislerdir. Bildircin diyetinde bulunan
baldiranin ender bulunan elementlerden biri oldugu ve cok biiyiik miktarlarda bildircin
tiketilmesinin yani baldiran tiiketilmesinin rabdomiyolize yol ac¢tig1 bildirilmistir.
Rabdomiyoliz, mABH nin bir nedeni olarak binlerce yildir bilinmektedir fakat ilk defa 1941
yilinda Bywaters ve Bealle tarafindan ilk major klinik belgenin sunuldugu rapor edilmistir (7).

Rabdomiyolizde, kas hasari ve nekrozundan dolayi sitoplazmik iyonize kalsiyum
miktarinda artis oldugu bilinmektedir. Temel mekanizma, miyosit membranin hasarlanmasi,
intraseliiler kalsiyumun artmasi ve enerji iretiminin bozulmasiyla agiklanmaktadir (31).
Rabdomiyolizin etiyolojisi ne olursa olsun bobrek hasar1 gelismesine katki saglayan
mekanizma benzer bir yol izlemektedir. Hiicre zarinin elektrokimyasal yiikii Na*™-K*-ATPaz

tarafindan korunmaktadir ve bdylece intraseliiler sodyum konsantrasyonu yaklasik olarak 10



mEq/l, potasyum konsantrasyonu ise yaklasik olarak 150 mEq/l olarak korunmaktadir. Bu
gradiyent aktif kalsiyum pompas1 (Ca*2-ATPaz) ile birlikte kalsiyumun sarkoplazmik
retikuluma ve mitokondriye girisini diizenlemektedir ve boylece intraseliiler kalsiyum
diizenlenmesine yol agmaktadir. Bu siire¢, Adenozin trifosfat (ATP) bagimhidir. Kas
perfiizyonu azaldigi zaman, hiicre iginde ATP tiikkenir ve bu pompa ve degistiricilerinin
diizensizlesmesiyle sonuglanmaktadir. Sonucta bu diizensizlik sitoplazmik sodyum ve
sarkoplazmik kalsiyum konsantrasyonunda artiga yol agmaktadir. Bu asir1 hiicre i¢i kalsiyum
stirekli kas kasilmasi ve devam eden ATP tiiketimi ve sonugta miyofibriller, hiicre iskeleti ve
membran proteinlerinin yikimina neden olur. Miyofibriller ag bozulur ve bdylece
miyofibrillerin nekrozu veya rabdomiyoliz ile sonuglanmaktadir. Daha sonra potasyum, fosfor,
kreatin kinaz (CK), aldolaz, laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat transaminaz (AST) ve
miyoglobin gibi hiicre i¢i katyonlar, anyonlar, enzimler ve proteinler sistemik dolasima
salinmaktadir (7) Rabdomiyolizde, miyositlerden dolasima salinan miyoglobinin bir kismi
plazma globulinlerine baglanir (7,32). Miyoglobinin yaklasik olarak %50-85 kadarinin plazma
globulinlerine baglandigi rapor edilmistir (32). Bagl olmayan miyoglobinin glomeriillerden
serbestce filtre oldugu ve ardindan tiibiiler epitel hiicrelerde metabolize oldugu bildirilmistir
(7). iskelet kas1 nekroz miktar1 100 gramdan daha fazla oldugu zaman dolasimdaki miyoglobin
konsantrasyonu plazma proteinlerinin baglama kapasitesini agmaktadir. Bu bagli olmayan
miyoglobinin glomertiillerden filtre edildigi ve idrarda miyoglobiniiri olusmasina neden oldugu
rapor edilmistir (7,32). Miyoglobinin plazma konsantrasyonu 1.5 mg/dl’yi asinca bobrekler
tarafindan filtre edilmektedir. idrar miyoglobin konsantrasyonu 100 mg/dl’yi asinca ¢ay rengi
veya kahverengi idrar meydana gelmektedir (33,34).

Akut bobrek hasari, rabdomiyolizin Klinik bir komplikasyonudur ve bu hastalik
grubunda mortalite oraninin yaklasik olarak %35 oldugu rapor edilmistir (35). Rabdomiyolizde
goriilen ABH insidans1 bir¢ok c¢alismada farklilik gostermektedir. Rabdomiyoliz sonucu

goriilen ABH insidansinin %13-50 arasinda goriildiigii rapor edilmistir (29).

Miyolobiniirik Akut Bobrek Hasar:

Miyoglobin, molekiiler agirhigi 17500 Da olan ve kasa kirmizi rengini veren bir
proteindir (7,15). Kas kiitlesi kuru agirliginin %1-3’{inii olusturmaktadir. Miyoglobinin gérevi
oksijen baglamak ve diisiik oksijen gerimi kosullarinda calisan kas hiicrelerine oksijenin
tasinmasi kolaylastirmaktir (34). Miyoglobinin normal plazma konsantrasyonun 0-0.003 mg/dl

olup, yarilanma Omriiniin 1-3 saat oldugu ve 6 saat i¢cinde plazmadan temizlendigi rapor



edilmistir (32). Bobreklerde glomeriiler filtrattan reabsorbsiyona ugrayabildigi ve proksimal
tiibiilde katabolize oldugu bildirilmistir (15). Miyoglobin seviyeleri 15000 ng/ml’yi asarsa bu
durum ozellikle ABH gelisimi ve hemodiyaliz ihtiyact ile iliskilendirilmektedir (34).
Miyoglobiniirik akut bobrek hasari, travma veya travma dis1 nedenlere bagh olarak olusan
rabdomiyoliz sonucunda gelisen tiremik bir sendrom olarak tanimlanmaktadir (6). Miyoglobin
tarafindan gelisen renal toksisitenin {i¢ farkli mekanizmasi oldugu bildirilmistir. Bunlar; renal
vazokonstriksiyon, intratiibiiler kast olusumu ve bobrek tiibiiler hiicrelerine miyoglobinin
dogrudan toksik etki gostermesidir (15).

1. Renal vazokonstriksiyon: Renal vazokonstriksiyon miyoglobiniirik ABH’nin
karakteristik bir Ozelligidir. Bu siire¢ birka¢ mekanizma ile agiklanabilmektedir. Birincisi
“crush” hasarinda oldugu gibi siddetli kas nekrozu tigilincii bosluklarda sivi birikimine neden
olmaktadir. Intravaskiiler hipovolemi renin-anjiyotensin sistem, vazopressin ve sempatik sinir
sisteminin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir. Bu durumun vazokonstriksiyonu siddetlendirdigi
bildirilmistir. Ikincisi, siddetli kas hasarmm endotelin-1, tromboksan A2, TNF-o gibi
endotoksinlerin {iretilmesine ve endotoksin sitokin kaskadinin aktivasyonu yoluyla renal
vazokonstriksiyona neden oldugu bildirilmistir. Uciincii mekanizma ise; miyoglobin
karakteristik bir NO siipiiriicii etki gostermektedir. Miyoglobinemi durumunda, bobrek
hipoperfiizyonu siddetlenmektedir. Bu durumda plazma miyoglobin konsantrasyonunun
artmasinin bobrek perfiizyonunu azalttigi bildirilmistir (33).

2. Intratiibiiler kast olusumu: Miyoglobinin pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan hem
distal tiibiilde kast olusumuna ve tiibiiler tikanikliga neden olmaktadir. Kas hasar1 sonucunda
olusan asidik idrar, miyoglobin ve distal tiibiilldeki Tamm Horsfall proteinleri tiibiiler kast
olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Miyoglobin asidik idrar varliginda 6zellikle pH 5°te
distal tiibiillerdeki Tamm Horsfall proteinleri ile baglanmasi sonucu c¢okelmeye sebep
olmaktadir. Deneysel calismalarda idrarin alkalilestirilmesinin kast olusumunu azalttig
gosterilmistir. Miyoglobinin liimen i¢i konsantrasyonun artmasi kast olusumu ihtimalini daha
fazla arttirmaktadir (33,36).

3. Bobrek tiibiiler hiicrelerine miyoglobinin dogrudan toksik etki gostermesi: Hem
proteinleri ve miyoglobin proksimal tiibiillerde dogrudan sitotoksik etkiye sahiptir. Hem
proteinlerinin dehidratasyon durumunda renal vazokonstriksiyonu siddetlendirerek, iskemik
bobrek hasarini arttirabilecegi  bildirilmistir (33). Glomeriiler fitrata gecen miyoglobin
proksimal tiibiilde endositoz yoluyla geri emilir ve miyoglobin yapisinda bulunan porfirin

halkasiin metabolize olmasi sonucu serbest demir iyonu agiga ¢ikmaktadir. Rabdomiyolizle



indiiklenen ABH’de fazla miktarda serbest demir olustugu bildirilmistir. Olusan bu fazla demir
iyonunun da serbest radikal olusumuna ve tiibiiler hasara neden oldugu ve ATP depolarinin
tiikkenmesine bdylece tiibiiler nekroz gelisimine katki sagladigi rapor edilmistir (6).

Ayrica mABH’de siddetli “crush” hasari ve rabdomiyolizin dissemine intravaskiiler
koagiilasyonu tetikledigi ve bobrek i¢i mikro trombiis olusumuna ve iskemik hasarin
siddetlenmesine neden oldugu rapor edilmistir (33). Major depremleri takiben meydana gelen
Olimlerin ¢ogu biiyiik travmalardan veya asfeksilerden kaynaklandig: bilinmektedir. Kurtulan
¢ogu magdurda “crush” sendromu sonucu mABH’den sonra 6liim gelistigi rapor edilmistir.
1999 yilinda Tiirkiye’de yasanan Marmara depreminde, 17480 kisinin 6ldiigii ve 639 kiside
“Crush” sendromu gelistigi ve bunlarin 477’sinin ise diyaliz tedavisi gérdiigii rapor edilmistir.
2008 yilinda Cin (Sichuan)’de yasanan depremde ise 229 “Crush” sendromlu hastadan
113’tinlin diyaliz tedavisi gordiigl rapor edilmistir. 2011 yilinda Van’da yasanan depremlerde
644 kisinin 6ldiigi, yaklasik 6000 kisinin de yaralandigi ve net bir bilgi olmamakla birlikte
“Crush” sendromlu hasta sayisinin 80-90 arasinda oldugu ve bunlarinda 25-35’ine diyaliz
uygulandigr rapor edilmistir. Bugiin yaklagik olarak sehirlerde yasayan 400 milyon insanin
depreme yatkin alanlarda ve bunlarin ¢ogunun tropikal kasirga olasilifinin yiiksek oldugu
alanlarda yasadigi ve 2050 yilina kadar da bu sayilarin iki katina ¢ikabilecegi bildirilmistir
(4,37,38).

OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, diger adiyla reaktif oksijen tiirleri (ROT) reaktif karaktere sahip, son
yorlingesinde bir ya da daha ¢ok eslenmemis elektron bulunduran, karasiz yapida yiiksek
enerjili atom ya da molekiiller olarak tanimlanmaktadir. (39-41). Homeostatik kosullarda,
olusan serbest radikal miktar1 ile siipliriiciileri arasinda bir denge durumunun oldugu
bildirilmistir. Serbest radikaller yalnizca fazla miktarda bulunduklarinda yikicidirlar. Normal
kosullarda, serbest radikallerin varlig1 viicudun diizgiin isleyisi i¢in kaginilmazdir ve {iretimi
enzimatik ve enzimatik olmayan sistemlerin siki kontrolii altindadir. Serbest radikaller, hiicre
cogalmasi, proliferasyon, apoptoz ve farklilasma gibi siireclerde yer alirlar (42). Hiicre
homeostazindaki bozulmalar ve oksidasyon reaksiyonu yoniindeki pro-oksidan / antioksidan
dengesindeki kaymalar oksidatif stres olusturdugu bilinmektedir (42). Oksidatif stres, ROT ve
reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) olusumu ile organizmanin antioksidan koruma sistemleri
tarafindan olusturulan karsi koyma kapasitesi arasindaki dengenin bozulmasi olarak

tamimlanmaktadir (43,44). Siiperoksit anyon radikali, hidroksil, alkoksil, lipid peroksil
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radikalleri ROT olarak bilinirken, nitrik oksit ve peroksinitrit RNT olarak bilinmektedirler (44).
Oksidatif stresin 3 temel etkisi oldugu bildirilmistir. Bunlar lipid peroksidasyonu, protein
yikimi ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari oldugu rapor edilmistir (42).

Lipid peroksidasyonu, en yaygin olarak bilinen biyolojik serbest radikal zinciri
reaksiyonudur. Peroksidasyon, ROT tarafindan baslatilmaz. Ancak ROT’nin varliginin
peroksidasyon stirecini siddetlendirdigi rapor edilmistir. Tiim serbest radikal zincir
reaksiyonlar1 gibi peroksidasyon asamalarida 3 evrede gerceklesmektedir. Birinci agama
baslangic asamasidir. Baslangic asamasinda yag asidi radikali iretilmektedir. Canli
hiicrelerdeki baslaticilar; hidroksil (HO -), peroksi (LOO -), alkoksi (LO -) ve alkil (L -)
radikallerinin yan1 sira ozon, kiikiirt dioksit ve azot dioksittir. Ikinci asama uzama asamasidir.
Uzama asamasinda, ugucu yag asidi radikalleri kolaylikla molekiiler oksijen ile reaksiyona
girerek peroksitleri olustururlar. Bu peroksitler diisiik kararlilik seviyesine sahiptir ve bu
nedenle daha fazla yag asiti molekiilii ile reaksiyona girerek daha fazla radikal olusturabilirler.
Periyodik bir siirectir. Ugiincii asama bitis asamasidir. Serbest radikallerin konsantrasyonu
yeterince yiiksek oldugunda, iki radikal arasindaki carpisma ihtimali dnemli diizeyde artar. Iki
radikalin c¢arpigmasiyla siire¢ sona ermektedir. Yag asidi dimerleri, hidroksi asitler ve
oksoasitler bitis reaksiyonu firiinleridir. Lipid peroksidasyonu iiriinleri [B-eliminasyon
reaksiyonu gibi malondialdehit (MDA) veya 4-hidroksinonenal iireten farkli reaksiyonlara
maruz kalabilirler (42). Bir tiyobarbiitirik asit reaktifi olarak bilinen MDA, lipid peroksitlerin
en iyi bilinen aldehit formudur (40). MDA ’nin hiicre zarinda iyon gegirgenliklerinde ve enzim
aktivitelerinde degisiklige yol agtigi ve intrensek membran ozelliklerini degistirmek gibi
olumsuz etkilere sahip oldugu bildirilmistir (40,45). MDA, dokulardaki lipit hasarmin bir
belirteci olarak kullanilmanin yani sira, hiicresel hasarin derecesini 6lgmek i¢in de
kullanilmaktadir (40,46). Lipid peroksidasyonun hiicre membran aktivitesinde azalma,
kalsiyum pompasini inhibe etme ve solunum zincirindeki elektron tasima ile ATP iiretimi
arasindaki iligkinin zayiflamasini da igeren bir¢ok etkisi oldugu rapor edilmistir (42).

Oksidatif stresin bir diger etkisi olan protein yikimi, birgok savunma mekanizmasina
ragmen aerobik hiicresel metabolizmanin dogal bir etkisidir ve biyomolekiillerin
oksidasyonuna yol agmaktadir. Oksidatif stres olustugu zaman proteinlerdeki tiyol gruplari
oksidasyon reaksiyonlarina girmektedir (42). Proteinlerde olusan oksidatif degisiklikler, hiicre
iskeletini olusturan enzim ve proteinlerin yapisinda fonksiyonel degisiklige neden

olabilmektedir (46). Okside protein iiriinlerinin birikimi, hiicrede fonksiyon bozukluguna neden



olabilecegi gibi hiicre Sliimiine bile yol agacagi rapor edilmistir (42). Birgok hastaligin
patogenezinde protein modifikasyonlariin rolii oldugu bilinmektedir (46).

Serbest radikaller tarafindan olusturulan DNA hasari, protein ve lipidler tarafindan
olusturulan hasardan ¢ok daha az siklikta goriilmektedir. DNA hasarinin sebebi iki teoriye
dayandirilmaktadir. Birinci teoriye gore; DNA hasar1 spesifik bir bolgeye 6zgii Fenton
reaksiyonu sonucudur. Guanin’in dért DNA bazi arasinda en kolay okside olan baz oldugu
bildirilmistir (42,47). ikinci teoriye gore; Oksidatif stresin etkisi ile, kalsiyum iyonlarinin hiicre
ici konsantrasyonunu artmast DNA'y1 sindiren niikleazlari aktiflestirmesidir (42). Serbest
radikaller tarafindan olusturulan DNA hasar1 basta karsinogenezis olmak {iizere bir¢cok
hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir (46).

Akut veya kronik bobrek hasarlarinin tiim formlarinda tiir gozetmeksizin hasar veya
hastalik siirecinde ROT ve RNT’de artis oldugu rapor edilmistir (48). Rabdomiyolizle
indiiklenen ABH’de oksidatif hasar siirecinde miyoglobinin rolii iki hipotezle agiklanmaktadir.
Birinci hipoteze gore, miyoglobinden serbest demir saliniminin Fenton reaksiyonlarini
katalizledigi rapor edilmistir. ikinci hipoteze gore ise, miyoglobin-redoks siklusunun lipid
peroksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (9). Hidroksil radikali, hidroksit iyon formunun
notr hali olup yiiksek reaktivitiye sahip bir radikaldir. In vivo yarilanma &mriiniin yaklasik
olarak 10 sn oldugu bildirilmistir (49). Fe *2 ve Cu* gibi ge¢is elementlerinin varhiginda
hidrojen peroksit indirgenerek hidroksil radikaline doniistiriliir. Bu reaksiyon fenton
reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir (41). Birgok c¢alisma ile miyoglobinin bdbrekte
parcalanmas1 sonucu salman serbest demirin fenton reaksiyonlarini katalizlemesi yoluyla
oksidatif tiirlerin olusumuna neden oldugu bildirilmistir (9). Bu oksidatif potansiyele etkin
hiicre i¢i antioksidan molekiiller tarafindan kars1 koyulmaktadir. Fakat miyoglobinin hiicresel
salinimi ROT’nin kontrolsiiz sizintisina neden olmakta ve serbest radikaller hiicresel hasara

neden olmaktadir (29).

ANTIOKSIDANLAR

Biyolojik  antioksidan  kavrami,  oksitlenebilir  substrattan  daha  diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda, bu substratin oksidasyonunu 6nleyen ya da geciktirebilen
herhangi bir madde olarak tanimlanmaktadir (44,50). Literatiirde tartigmali olarak farkli
antioksidan siniflandirma kriterleri mevcuttur. Antioksidanlarin enzimatik ve enzimatik
olmayan, dnleyici veya onarim sistemleri, endojen ve eksojen, primer ve sekonder, hidrosoluble

ve liposoluble, dogal veya sentetik olanlar gibi farkli siniflandirmalar1 mevcuttur (44).
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Antioksidan fonksiyon araciligiyla; oksidatif stres, DNA mutasyonlarr, malign
mutasyonlar ve diger hiicre hasar parametrelerinde azalma meydana gelmektedir.
Epidemiyolojik ¢aligmalarla, antioksidanlarin reaktif oksijen tiirlerine etkileri oldugu ve kanser
ve diger dejeneratif hastaliklarin insidansinda azalmaya neden oldugu kanitlanmistir (44,50).
Oksidatif hasara kars1 gelistirilen, ilk antioksidan savunma sistemi reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri bloke eden tiirlerdir (44). Antioksidan onarim
sistemleri, okside olmusg hasarli niikleik asitleri spesifik enzimlerle onarirken, okside proteinleri
proteolitik sistemler ile lipidleri ise fosfolipazlar, peroksidazlar ve agil transferazlar araciligiyla
onardigi bildirilmistir (44,51,52). Hiicrenin redoks homeostazi endojen antioksidan savunma
sistemi tarafindan saglanmaktadir. Bu sistemde siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi endojen antioksidan enzimler bulunurken, glutatyon, proteinler (ferritin,
transferrin, seriiloplazmin, albiimin) gibi enzimatik olmayan bilesenlerde yer almaktadir.
Ayrica irik asit, koenzim Q ve lipoik asit gibi diisiik molekiiler agirlikli siipiiriiciilerde
bulunmaktadir (44,52).

Antioksidanlar, oksidatif radikal siirecinin farkli basamaklarinda etki gosterebilirler. Bu
etkilerden bazilarimi siralayacak olursak; antioksidanlar molekiiler oksijeni tiiketerek ya da
yerel konsantrasyonlarini azaltarak, prooksidatif metal iyonlarin1 yok ederek, siiperoksit anyon
radikali veya hidrojen peroksit gibi temel reaktif oksijen tiirlerini ortamdan uzaklastirarak ya
da daha zayif molekiillere doniistimiinii saglayarak, hidroksil, alkoksil, peroksil gibi zincir
baglatic1 radikallerin radikal sekans zincirini kirarak veya singlet oksijeni inhibe ederek
ortamdan uzaklastirmak gibi islevlere sahip oldugu rapor edilmistir (44,46). Radikal tiirlerinin
temizlenmesine neden olan zincir kiran antioksidanlara primer antioksidanlar denilmektedir.
Sekonder antioksidanlar; singlet oksijen sondiiriiciiler, radikal olmayan tiirler iireten peroksit
ayristiricilar, metal selatorler, oksidatif enzim inhibit6rleri, UV radyasyon emicilerdir.
Sekonder antioksidanlar primer antioksidanlarla birleserek sinerjik etkiye neden oldugu

bildirilmistir (44).

GLUTATYON

Glutatyon (GSH), reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine kars1 korumay1 da igeren birgok
biyolojik role sahip bir tripeptiddir (53). Sistein, glutamat ve glisin oncii amino asitlerinden
sentezlendigi bildirilmistir (54). GSH, y-glutamil sistein sentetaz ve GSH sentetaz enzimleri

araciligryla iki asamada sentezlenmektedir (55).

11



Glutayonun tiyol-indirgenmis (GSH) ve disiilfid-oksitlenmis (GSSG) olmak iizere iki
formu vardir. Indirgenmis form baskin form olup, ¢ogu hiicrede milimolar konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Okside glutatyon, indirgenmis glutatyonun %1’inden daha az miktarda
bulunmaktadir. Hiicresel glutatyonun yaklasik olarak %90’nin sitozolde , %10 kadarininda
mitokondride bulundugu ve kiiglik bir ylizdesinin de endoplazmik retikulumda bulundugu
bildirilmistir (56). GSH salinimu eritrositler hari¢ tiim hiicrelerde gozlemlenmekle beraber,
homeostaziste 6nemli bir faktdrdiir (55). Glutatyonun en 6nemli islevi, elektrofilik doganin
endojen ve egzojen toksinlerinin detoksifikasyonu saglamak ve reaktif oksijen tiirleri ile reaktif
nitrojen tiirlerine kars1 koruma saglamaktir. Diger islevlerini siralayacak olursak; proteinlerin
ve diger molekiillerin temel tiyol statiisiinii korumak, hiicrede ve organlar arasi transfer i¢in
sistein rezervlerinin depolanmasin1 saglamak, Ostrojen, l6kotrien ve prostaglandinlerin
metabolizmasina katilmak, riboniikleotidlerin indirgenmesiyle deoksiriboniikleotidlere
katilmak, proteinlerde demir- kiikiirt kiimelerinin matiirasyonuna katilmak, bakir ve demir
transferi gibi bir¢ok fonksiyonu oldugu bilinmektedir (53). Okside ve rediikte glutatyon
formlar1 hiicresel redoks durumunu korumak ve diizenlemek i¢in aktif redoks bilesiklerle
(6rnegin; NAD(P)H) birlikte hareket ederler (53). Tiim aerobik organizmalar mitokondriyal
solunumdan belli diizeyde fizyolojik oksidatif strese maruz kalirlar. Siiper oksit ve hidrojen
peroksit gibi olusan ara tiriinler lipid peroksidasyonuna ve hiicresel hasara yol agabilecek toksik
oksijen radikallerin {iretimine yol agabilmektedir. Bunu 6nlemek igin endojen olarak iiretilen
hidrojen peroksit glutatyon peroksidaz varliginda GSH tarafindan indirgenmektedir (56).

Glutatyon peroksidaz, hiicrede esas olarak sitozol ve mitokondride bulunmaktadir (40).
Glutatyon peroksidazlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin inaktivasyonunu katalizler. Bu
enzimler okside glutatyon (GSSG) formu olusturmak i¢in iki GSH molekiilii arasida disiilfid
bag olusturmaktadir. GSH rediiktaz daha sonra bir GSSG molekiiliinden iki molekiil GSH
olusumunu katalize eder (54). Glutatyon peroksidazlar, hidroperoksitleri suya ya da uygun
alkollere katalizlemektedirler. Bu siirecte rediikte glutatyon 6nemli bir elektron vericisi olarak

islev gordiigii bildirilmistir (44).

NITRIK OKSIT

1987 yilinda endotel kaynakli gevsetici faktoriin nitrik oksit veya ona benzer bir madde
oldugu agiklandi. 1992 yilinda Science dergisinin editorleri 1992 yilin1 nitrik oksit y1l1 olarak
ilan etmislerdir (57). 1998 yili Ekim ayinda kardiyovaskiiler sistemde anahtar bir molekiil

olarak nitrik oksit kesifleri ile Robert Furchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad, Fizyoloji ve
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Tip Nobel 6diiliinti almislardir (58). Nitrik oksit, bir serbest radikaldir ve ayrica ¢ok sayida
fizyolojik ve patolojik siiregleri diizenleyen biyolojik bir sinyal molekiiliidiir (59).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz ailesi tarafindan L-arginin aminoasitinden
sentezlenmektedir. Nitrik oksit sentaz ailesi, endoteliyal nitrik oksit (eNOS), indiiklenebilir
nitrik oksit (iNOS) ve noronal nitrik oksitten (NNOS) olusmaktadir. Temel olarak, noronal
nitrik oksitin noral dokuda eksprese edildigi, iNOS’un aktif makrofajlarda upregiile edildigi ve
eNOS’un endotelde bol miktarda bulundugu ve vaskiiler tonusu diizenledigi bilinmektedir.
Gergekte nitrik oksit komponent sistemi fizyolojik ve patolojik kosullarda tiim doku ve organ
sistemleri tarafindan eksprese edilmektedir (60). Bobrekte NO’nun net etkisinin natriiirez ve
ditirezi desteklemesi oldugu bildirilmistir (61). Nitrik oksit, renal kan akimi ve glomeriiler
filtrasyon hizini arttirarak ve/veya nefron boyunca su ve tuz geri emilimini inhibe ederek
natriiirez ve dilireze neden olabilmektedir. Henle kulbunun kalin ¢ikan kolunda her {i¢ nitrik
oksit sentazda eksprese edilmesine ragmen, normal fizyolojik kosullarda en 6nemli NO {iretimi
nitrik oksit sentaz tip 3 (NOS3; endoteliyal nitrik oksit sentaz) tarafindan tiretilendir. Kalin
¢ikan kolda nitrik oksit iiretimi ¢esitli faktorler tarafindan uyarilmaktadir. Bu faktorlerin,
Endotelin B reseptorleri araciligiyla endotelin-1 aktivasyonu, angiyotensin II reseptor tip 2
aracilifiyla anjiyotensin II aktivasyonu ve a2 reseptorleri araciliiyla adrenerjik agonistlerin
aktivasyonunu igerdigi bildirilmistir (62). Akut bobrek hasariin bazi formlarina eslik ederek
gelisen endoteliyal hiicre disfonksiyonunun ayirici 6zelliklerinden biri eNOS inhibisyonudur
(63).

Yapilan ¢aligmalar ile kronik bobrek yetmezligi olusturulan sicanlarda eNOS ve
iNOS’un vaskiiler ve renal ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (60). Nitrik oksitin
biyoyararlanimi iiretim ve yikimi arasindaki denge tarafindan belirlenir (60). Bobrek iskemi
reperfiizyon hasarindan sonra NO’nun bobrek dokusunda viicuda zarar verecek miktarda
iretildigi ve NO iiretimindeki bu artisin NO {ireten iNOS enzimindeki artistan kaynaklandigi
rapor edilmistir (64).

Nitrik oksitin renal hasar gelisimine katki saglayan olas1 oksitadatif etkileri; Digiikk nM
seviyelerinde NO ¢6ziinebilir guanilat siklaz ve sitokrom c oksidaz’a baglanarak cGMP {iretimi
ve mitokondriyal solunumu diizenler. NO seviyeleri arttig1 zaman, potansiyel olarak demir
baglanma bolgeleri gibi gesitli baglanma bolgeleri ile etkilesime girer veya nitrosat tiyolleri
gibi RNT diretirler. NO seviyeleri, stiperoksit distumaz enzimlerinin lokal konsantrasyonlari
diizeylerine yiikseldigi zaman siiper oksitin temizlenmesi igin siiperoksit dismutaz enzimi ile

yarisir ve bu reaksiyon sonucunda peroksinitrit olusur. NO hemoglobin ve diger olusum
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reaksiyonlart sonucu ortamdan uzaklasirken, ayni zamanda nitrit iiretmek igin ayristigi
bildirilmistir (48). NO, 6zellikle renal medullada renal kan akiminin korunmasinda énemlidir.
Miyoglobin inflizyonunun renal kan akimini azalltti§1 ve bunun miyoglobinin NO temizleyici
Ozelliginden kaynaklandigi bildirilmistir. Bu nedenle NO dondrlerinin ABH i¢in koruyucu
Ozellik gosterebilecegi NO sentaz inhibitorlerinin ise bobrek hasarini giliclendirecegi rapor
edilmistir (36). Indiiklenebilir NOS kaynakli nitrik oksitin gliserol ile indiiklenen ABH’de
bobrek tiibiillerinde hasara neden oldugu rapor edilmistir (65). Asirt NO’nun siiperoksitle
reaksiyona girdigi ve peroksinitrit olusturdugu ve hidroksil radikalinin bir kaynagi olarak
varsayilip boylece renal tiibiiler hasara neden oldugu rapor edilmistir (65).

Bir¢ok c¢alismada nitrik oksitin proksimal tiibiilde sodyum ve sivi geri emilimini
azalttig1 rapor edilmistir. NO’nun proksimal tiibiilde sodyum geriemilimi iizerine inhibe edici

etkisi NHE3 aktivitesindeki azalmaya bagli oldugu diistiniilmektedir (66).

AKUT BOBREK HASARINDA KULLANILAN BIYOBELIRTECLER

Gilinlimiizde akut bobrek hasarini tespit etmek i¢in serum kreatinin ve idrar atilimi
standart tanilama araglaridir (67). Ancak her ikisi de bobrek fonksiyon gostergeleri olmakla
birlikte, bobrek hasar1 gostergeleri degildir (67). Serum kreatinin diizeyleri, bdbrek
fonksiyonlarindaki akut degisimler sirasinda 6zellikle de birka¢ nedenden dolayr giivenilmez
bir gostergedir. Bu nedenlerden biri, bobrek fonksiyonlarmin yaklasik %50°si kaybedilene
kadar serum kreatinin konsantrasyonlar1 degismeyebilir. Yine serum kreatinin, kararli bir hal
almasi birkag giin siirebilecegi igin tam olarak bobrek fonksiyonunu yansitmaz. Son olarak
serum kreatinin diizeyleri yas, cinsiyet, irk, kas metabolizmasi, intravaskiiler hacim, ilag¢ ve
beslenme gibi birgok bobrek disi faktorlerden etkilenir. Tiim bu nedenlerden dolayr ABH
tanisinda 6nemli gecikmeler s6z konusudur (68).

Literatiirde akut bobrek hasarmi gosteren farkli biyobelirtegler bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari; bobrek hasar molekiilii-1 (KIM-1), Notrofil jelatinazla iligkili lipokalin
(NGAL), karaciger tipi yag asidi-baglayici protein (L-FABP), interlokin-18 (IL-18),
kalprotektin, idrar anjiyotensinojen (AGT), sistatin C ve idrar mikroRNA's1dir (67, 69).

Bobrek hasar molekiilii-1, 38.7 kDa agirliginda tip 1 transmembran glikoproteinidir
(67). KIM-1’in bobrekte ve karacigerde eksprese edildigi bildirilmistir (70). Bu protein
HAVCRL1 geni tarafindan kodlanmaktadir. KIM-1, TIM-1 ve HAVCR1 olarak da anilmaktadir.
KIM-1 epiteliyal ve lenfoid/miyeloid hiicrelerdeki bir hiicre yiizey reseptoriidiir.

Fosfatidilserine baglanan KIM-1 apoptotik hiicrelerin fagositozuna izin verir (71). KIM-1’in
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Ozellikle insan ve kemirgenlerde baglica proksimal tiibiiliin S3 segmentinde reseptdr sayisinin
arttigi bildirilmistir (67). KIM-1 ekspresyonu renal fibrozis ve inflamasyon ile iligkilidir (70).
Uriner KIM-1 seviyesi IgA nefropatili hastalarda yiikseldigi ve bu durumun proteiniiri ile
iliskili oldugu bildirilmistir (70). Bir¢ok faktér KIM-1 protein ekspresyonuyla sonug¢lanan
tiibiiler epitel hiicre hasar1 baglatabilir. Tiibiiler KIM-1 ekspresyonu tiibiilointerstisyel hasar ve
inflamasyon ile iliskilidir. Akut bobrek hasarinda, deneysel bobrek iskemi reperfiizyon
hasarindan 3 saat sonra KIM-1 gen ve protein ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (72).

NGAL; Lipokalinler ailesine ait 25 kDa’lik bir proteindir. Siderokalin, lipokalin 2,
onkogen 24p isimleriyle de anilmaktadir. Insanlarda NGAL’in, 25-kDa monomer, 45-kDa
homodimer ve 135-kDa heterodimer yapida olmak iizere ii¢ farkli formdan olustugu
bildirilmistir. NGAL, uterus, prostat, tiikriik bezi, akciger, trake, mide, kolon ve bobrek gibi
cesitli hiicre tiplerinde sabit diisiik seviyelerde eksprese edilmektedir (67). Hasarli bobrekte
henle kulpunun kalin ¢ikan kolu ve toplayici kanallarin interkale hiicreleri primer olarak NGAL
tireten bolgelerdir. Akut bobrek hasarinda filtre edilen NGAL’in tiibiiler geriemilimi azalir ve
bu durum NGAL’in iiriner konsantrasyonunda artigina yol agtigr bildirilmistir (73). Serum
kreatinin diizeyi bobrek hasarindan 24-48 saat sonra yiikselirken, NGAL’in bobrek hasarindan
hemen 2 saat sonra yiikseldigi bildirilmistir (74).

Karaciger tipi yag asidi-baglayict protein (L-FABP), proksimal epitel hiicreler
tarafindan eksprese edilmektedir. Peritiibiiler kapiller kan akiminda azalmanin neden oldugu
hipoksiye yanit olarak hizla idrara gegtigi rapor edilmistir (75,76). L-FABP’in sadece
karacigerde degil ayn1 zamanda mide, bagirsak, akciger ve bobreklerde de eksprese edildigi
rapor edilmistir (67).

Interlokin-18, pro-inflamatuvar bir sitokin olup, proksimal tiibiil epitel hiicrelerinden
kaynaklandigi bildirilmistir (69,75). IL-18, monosit, makrofaj, proksimal tiibiil epitel hiicreleri,
toplayici kanallarin interkale hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan inaktif prekiirsér olarak
sentezlenmektedir. 1L-18 seviyelerinin birgok endojen inflamatuvar silirecte arttigi
bildirilmistir. Birgok c¢alisma ile IL-18’in akut bobrek hasarinin bir mediyatorii ve belirteci
oldugu rapor edilmistir. iskemik hasardan yaklasik 6 saat sonra, ABH teshisinden 24-48 saat
once, IL-18 seviyelerinin artis gosterdigi ve yaklasik 12 saat sonra normal seviyesinin 25 katina
¢ikarak zirve degerine ulastigi bildirilmistir (67,75).

Kalprotektin, S100A8 (10,835 Da) ve S100A9 (13,242 Da) olmak iizere iki
monomerden olusan 24 kDa’lik bir heterodimerdir. Baslangigta, notrofil graniilosit

sitoplazmasinda, antimikrobiyal bir protein olarak tanimlanmigtir. Akut bdbrek hasari
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modelinde tek tarafli tireteral ttkanmaya yanit olarak renal toplayici kanalin epitel hiicrelerinde
S100A8 ve SI00A9’un tiretildigi rapor edilmistir (67).

Sistatin C, 13-kDa glikozillenmis bir protein olup glomeriillerden serbestge filtre olup
tiibiillerde katabolize oldugu bildirilmistir (69). Azalan glomeriiler filtrasyonu degerlendirmek
i¢in kullanildig: bildirilmistir (74).

Anjiyotensinojen 453 amino asit igeren uzun bir proteindir. Renin tarafindan
anjiyotensin 1’e donlismektedir. Anjiyotensin 1’de anjiyotensin konverting enzim araciligiyla
Anjiyotensin II’ye dontisiir. Anjiyotensin II giiclii biyolojik etkilere sahiptir. Yapilan
caligmalarda akut dekompanse kalp yetmezligi olan hastalarda, ABH gelisiminde idrar AGT
artisinin en umut verici biyobelirteglerden biri oldugu rapor edilmistir (67,77,78). Intrarenal
AGT, lokal renin-anjiyotensin sisteminin temel bir sustratidir. Temelde proksimal tiibiil
hiicrelerinde olusur ve tiibiiler liimene sekrete edilir. Yapilan hayvan deneyleri ve klinik
caligmalarla, idrar AGT seviyelerinin intrarenal AGT ve Anjiyotensin Il seviyeleri ile
korelasyon gosterdigi ve intrarenal renin anjiyotensin sistem aktivitesinin bir indikatorii oldugu
rapor edilmistir (78).

Idrar mikro RNA, akut bobrek hasarinda 18 ile 22 niikleotid iceren endojen ve
kodlanmayan RNA molekiillerinin mikro RNA diizeylerinin degerlendirilmesini igerir (67,79).
Bu kisa RNA iplikleri protein translasyonunu Onlenmesiyle gen ekspresyonunda yer alir.
Literatiirde ABH’nin farkli modellerinde idrar mikro RNA seviyesinin artis gosterdigi rapor
edilmistir (67,79,80).

RELAKSIN

Relaksin, 1920°1i yillarda Frederick L. Hisaw tarafindan kesfedilmis, 6 kDa agirliginda,
yapisal olarak insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorlerine benzeyen peptid yapida bir
hormondur (13,81,82).

Relaksin hormonu, ilk zamanlar yapisal benzerliginden dolay1 insiilin sliperfamilyasina
dahil edilirken, son zamanlarda farkli bir hormon ailesi oldugu ve relaksin peptid ailesi olarak
ifade edilmistir. Insanlarda relaksin peptid ailesinin 3 relaksin izoformundan ve 4 insiilin
benzeri peptidten olustugu bilinmektedir (83). insanlarda relaksin peptid ailesi relaksin 1 (H1),
relaksin 2 (H2), relaksin 3 (H3) ve insiilin benzeri peptidler olarak ifade edilen INSL3, INSL4,
INSL5, INSL6’dan olusmaktadir. Insanlarda relaksin 2’nin majér olarak bulundugu
bildirilmistir. Relaksin peptid ailesinin (RXFP), reseptor 1 (RXFP1), reseptor 2 (RXFP2),
reseptor 3 (RXFP3) ve reseptor 4 (RXFP4) olmak iizere 4 reseptorii vardir. Insanlarda RXFP1
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ekspresyonu beyin, bobrek, testis, plasenta, uterus, ovaryum, bobrek iistii bezleri, prostat, deri,
karaciger, akciger ve kalpte saptanmistir. Kemirgenlerde ise bobrek, kalp, arter, beyin, hipofiz,
deri, akciger, ince bagirsak, kolon ve adrenal bezlerde tanimlanmistir. Bobrekte RXFP1
mRNA’smin hem insanlarda hem de kemirgenlerde tanimlandigi bildirilmistir. Relaksin,
RXFP1 ve RXFP2’nin her ikisine de baglanabilmektedir ancak baskin olarak RXFP1’e
baglandigi bildirilmistir. RXFP1 reseptoriiniin  bobrekte immiinohistokimyasal olarak
proksimal tiibiilde, i¢ medullar toplayici kanallarda ve mezengiyal hiicrelerde bulundugu rapor
edilmistir (13). Kemirgenlerde relaksin ve relaksin 3 geninin immiinohistokimyasal olarak,
lokal bobrek ekspresyonunun bobregin korteks ve medullasinda, kalbin atriyum ve
ventrikiillerinde tanimlandigi bildirilmistir. Kemirgenlerde, insan rekombinant relaksin,
biyolojik olarak aktiftir ve bu birgok in vivo ve in vitro ¢aligmalarin temelini olusturmaktadir
(84).

Relaksin hormonunun gebelik boyunca domuzlarda, si¢anlarda, farelerde ve insanlarda
korpus luteumdan iiretildigi ve salgilandigi bildirilmistir. Erkeklerde relaksinin {ireme
kanalinda iretildigi rapor edilmistir (13). Relaksin, gebeligin ilk donemlerinde maternal
damarlara dogrudan etkisi yoluyla renal ve sistemik hemodinamik adaptasyonlara esas aracilik
eden hormon olarak bilinmektedir. Relaksin geni knockout farelerde yapilan bir ¢alismada
endojen relaksinin sadece bir gebelik hormonu olmadigi erkek ve gebe olmayan disilerde
kardiyovaskiiler sistemi de iceren ¢ok sayida organda 6nemli fonksiyonlara sahip oldugu rapor
edilmistir. Serelaksin (rekombinant human relaksin 2) ile uzun siireli tedavinin sistemik
vaskiiler direngte azalmaya neden oldugu bildirilmistir (85).

Relaksin hormonunun, anti-inflamatuvar, anjiyojenik, anti-iskemik ozelliklere sahip
oldugu bilinmektedir. Relaksinin gebelik siirecinde kardiyak outputta %20 artig, sistemik
vaskiiler direncte %30 azalma, global arteriyal kompliyansta %30 artis ve renal kan akiminda
%45 artis1 da igeren gesitli adaptasyonlarda rolii oldugu bildirilmistir (14). Bobrekte relaksin
onemli bir vazodilatatordiir ve bu etkisini biiyiik oranda nitrik oksit iiretimini arttirmasiyla
gerceklestirdigi diistiniilmektedir (13). Relaksin aktivasyonu, bobrek tiibiillerinin yani sira
sistemik ve renal damar siteminde lokalize olan ayn1 kdkten gelen reseptoriine baglanmasiyla
baglar. Anatomik lokalizasyona gore relaksin reseptoriine en yakin endotelin yolunun
bilesenleridir ve iki endojen sistem ile iliskilendirilir. Birinci sisteme goére relaksinin
reseptoriine baglanmasinin, endotelde Endotelin-B reseptor aktivasyonuna neden oldugu ve
vaskiiler tonus dengesinin vazodilatasyona dogru yon degistirdigi, ikinci sisteme gore

sistematik olarak relaksinin dogrudan endotel hiicrelerinde Endotelin-B  reseptor
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ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. Her iki yolunda lokal nitrik oksit iiretiminde artisa neden
oldugu rapor edilmistir. Ancak bu durum netlik kazanmamaistir (14).

Relaksinin, bobrek iskemi reperflizyon hasari, sisplatinin olusturdugu nefrotoksik etkiye
kars1 ve renal fibrosise karsi koruyucu rol oynadigi rapor edilmistir (86-89). Yaptigimiz literatiir
arastirmalart sonucu deneysel mABH patofizyolojisi iizerinde relaksin tedavisi ile ilgili
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismamizda relaksinin 6 saat ara ile subkutan
enjeksiyonunun deneysel mMABH modelinde bobrek fonksiyonlart ve patogenezi tizerindeki

etkilerini aragtirmay1 amagladik.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22+£1°C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan, 190-220 gram agirliginda Spraque Dawley erkek sicanlar
kullanildi. Mevcut ¢alisma igin, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’dan
onay (Karar no: 2015.02.02) alindi. Etik kurul karar1 ekte sunulmustur (EK-1). Siganlar Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, standart sican yemi ve aritilmig musluk suyu verilerek beslendi.
Calismamizda birinci ve ikinci gruplarda 8’er adet, {igiincii ve dordiincii gruplarda 10’ar adet
olmak iizere toplam 36 adet sican dort gruba ayrildi. Calismamiza baglamadan 24 saat 6nce

sicanlar susuz birakildi. Sicanlara ilk enjeksiyondan sonra serbest yem ve su alimi saglandi.

1. Grup (Kontrol); Siganlara 8 ml/kg dozunda intramiiskiiler serum fizyolojik
uygulandiktan sonra tiim siganlar metabolik kafeslere alindi. Serum fizyolojik
verildikten sonra; 1. saatte, 6. saatte, 12. saatte ve 18. saatte subkutan fosfat tampon
cozeltisi (PBS) enjeksiyonlart metabolik kafes icerisinde gergeklestirildi.
Uygulanan deneysel protokol Sekil 1’de gosterilmistir.
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Tiim uygulamalar metabolik kafes igerisinde gerceklestirildi.

L Grup AN
- N

-24. saat 0 1.saat 6. saat 12. saat 18. saat 24. saat
A A A A A A A
24 saat
susuzluk sc PBS sc PBS sc PBS sc PBS Otenazi
im 8 ml/ke
dozunda SF

Sekil 1. Kontrol grubunun deneysel protokolii

2. Grup (Kontrol+Relaksin); Sicanlara 8 ml/kg dozunda intramiiskiiler serum
fizyolojik uygulandiktan sonra tiim sigcanlar metabolik kafeslere alindi. Serum
fizyolojik verildikten sonra 1. saatte, 6. saatte, 12. saatte ve 18.saatte 5 pg/kg
dozunda subkutan relaksin enjeksiyonlart metabolik kafes igerisinde gerceklestirildi

(86,90). Uygulanan deneysel protokol Sekil 2°de gdsterilmistir.

Tiim uygulamalar metabolik kafes igerisinde gerceklestirildi.

IL. Grup /\

24, saat o 1.saat 6. saat 12. saat 18. saat 24. saat
A A A A A A
24 saat
susuzluk seSug/kg  scSpgkg  scSpglkg  scSpg/kg  gtenazi
dozunda dozunda dozunda dozunda
im 8 ml’kg relaksin relaksin relaksin relaksin
dozunda SF

Sekil 2. Kontrol+Relaksin grubunun deneysel protokolii

3. Grup (ABH); Sig¢anlara 8 ml/kg dozunda intramiiskiiler hipertonik gliserol
enjeksiyonu yapildiktan sonra tiim sicanlar metabolik kafeslere alindi.
Intramiiskiiler gliserol enjeksiyonunu takiben 1. saatte, 6. saatte, 12. saatte ve 18.
saatte, subkutan PBS wuygulamalarmmin hepsi metabolik kafes icerisinde

gergeklestirildi. Uygulanan deneysel protokol Sekil 3’te gosterilmistir.
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Tiim uygulamalar metabolik kafes igerisinde gerceklestirildi.

III. Grup

-24. saat
A

24 saat

susuzluk

J\_

/"

0 1. saat 6. saat
A A A
sc PBS sc PBS

im %650 gliserol
8 ml/kg dozunda

Sekil 3. ABH grubunun deneysel protokolii

\\

12. saat 18. saat 24. saat
A A A
sc PBS sc PBS Otenazi

4. Grup (ABH+ Relaksin); Sicanlara 8 ml/kg dozunda intramiiskiiler hipertonik

gliserol enjeksiyonu yapildiktan sonra, tiim sicanlar metabolik kafeslere alindi.

Intramiiskiiler gliserol enjeksiyonunu takiben 1. saatte, 6. saatte, 12. saatte ve 18.

saatte, 5 pg/kg dozunda subkutan relaksin uygulamalarinin hepsi metabolik kafes

icerisinde gercgeklestirildi. Uygulanan deneysel protokol Sekil 4’te gosterilmistir.

Tiim uygulamalar metabolik kafes igerisinde gerceklestirildi.

IV. Grup /\
~ N
-24. saat 0 1.saat 6. saat 12. saat 18. saat 24. saat
A A A A A A A
24 saat J . . \F W
susuzluk scSpg/kg scSpug/kg scSpgkg  scSpglkg stenazi
) dtenazi
im %30 gozunda  dozunda dozunda dozunda
gliserol repaksin  relaksin relaksin relaksin
8 ml/kg
dozunda

Sekil 4. ABH+Relaksin grubunun deneysel protokolii

Sicanlarda hipertonik gliserol veya SF’nin intramiiskiiler enjeksiyonunun 24. saatinde

metabolik kafeslerde toplanan idrar hacimleri 6lgiildii ve ardindan idrar ornekleri tiiplere

aktarildi. Daha sonra siganlara 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda kanlar1

ve her iki bobregi alinarak, cerrahi sirasinda ekssanguinasyon yontemiyle Otanazi yapildi.

Bobrekler uzunlamasina ikiye boliindii. Sag bobregin yarisi patolojik inceleme igin %10°luk

tamponlu formol soliisyonuna konuldu. Sag bobregin diger yarisi ve sol bobregin her iki yarisi

soguk PBS icine konulup daha sonra kurutma kagidi ile kurutuldu ve aliiminyum folyo kagidi
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ile sarilip soguk zincir kosullarinda laboratuvarimiza ulastirildi. Dokularin bir kism1 analizler
yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Diger dokular ise fosfat tamponu kullanilarak
homojenize edildikten sonra, +4 °C’de 1500 xg’de 15 dakika siire ile santrifiij edildi ve elde
edilen homojenatlar -80 °C’de saklandi. Idrar 6rnekleri, +4 °C’de 3000 rpm’de 20 dakika siire
ile santrifiij edildikten sonra idrar stipernatantlar1 ependorf tiiplere pipetlenerek laboratuvar
calismalar1 yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Kan 6rneklerinin bir kismi yaklagik 2
saat oda sicakliginda bekletildikten sonra, +4 °C’de 3000 rpm’de 20 dakika siire ile santrifiij
edildi. Bir kism1 ise kan 6rnekleri toplandiktan sonra yarim saat i¢ginde 3000 rpm’de 20 dakika
stire ile santrifiij edildi ve elde edilen serum 6rnekleri ependorf tiiplere pipetlenerek laboratuvar

caligmalar1 yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

KULLANILAN GERECLER

Kullanilan Alet ve Malzemeler

Cam malzemeler
Derin dondurucu
Hassas terazi
Sogutmali1 santrifii
ELISA Plaka Okuyucu
Elisa plaka yikayici

Su banyosu
Homojenizator

pH metre

Manyetik karistirict
Orbital calkalayict
Otomatik pipetler
Spektrofotometre
Otoanalizor

Vorteks

Binokiiler mikroskop
Doku gémme cihazi
Rotary mikrotom
Otomatik doku takip cihazi

: Deney tiipleri, balon jojeler, beherler v.b.
: Thermo Elektron Corporation, (USA)

: Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

- MPW 350R, Polonya

: Bio Tek Instruments, Inc (USA)

: Bio Tek Instruments, Inc (USA)

: Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

: Polytron Kinematica AG (Isvigre)

- InoLab, Level 1, Almanya

: Biosan MSH-300,Litvanya

: Biosan PSU-10i, Letonya

: Eppendorf (Almanya)

: Spectronic Unicam Helios o, (Ingiltere)
: Abbot Architect c16, Amerika

: Heidolph, Almanya

: Carl Zeiss Jena, Almanya

: Leica EG 1160, Almanya

: Shandon M1R, Fransa

: Leica TP 1050, Almanya
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Kullanilan Kimyasal Malzemeler

rh Relaxin-2 : R&D Systems (B-33/A-24), ABD

Phosphate Buffered Saline : Gibco, Iskogya, UK

Gliserol : Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seinheim,
Almanya

Sodyum dodesil siilfat : Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya

Tiyobarbitiirik asit : Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya

Butanol : Merck&Co., Inc., Darmstadt, Almanya

Piridin : Merck&Cao., Inc., Darmstadt, Almanya

NaOH : Merck, Almanya

Asetik asit : Merck, Almanya

KIM-1 ELISA Kit : Mybiosource (MBS564137), ABD

Okside Glutatyon ELISA Kit : Mybiosource (MBS752665), ABD

Rediikte Glutatyon ELISA Kit : Mybiosource (MBS724319), ABD

Nitrik Oksit ELISA Kit : Enzo (ADI-917-020)

Relaksin ELISA Kit : Mybiosource (MBS024990), ABD

iINOS antikor : EMD, Millipore (AB5384)

eNOS antikor : EMD, TIHERMO (PA3-031A)

KULLANILAN YONTEMLER

Biyokimyasal Calismalar

Serum numunelerinde; sodyum (Na*), potasyum (K%), iire, kreatinin diizeyleri ile
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve
kreatin kinaz (CK) aktiviteleri ile idrar numunelerinde; iire, kreatinin, ve sodyum diizeyleri
Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari'nda bulunan
otoanalizor cihazinda (Abbot Architect c16, Amerika) degerlendirilmistir. Kreatinin klirensi
standart klirens formiililne gore hesaplandi. Fraksiyonel sodyum atilimi (FeNa) % olarak
hesaplandi.

Idrar kreatinin (mg/dl) X Giinliik idrar hacmi (ml)

Kreatinin klirensi (ml/dk) =

Serum kreatinin (mg/dl) X 1440
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Idrar Na (mmol/l) X Serum kreatinin (mg/dl) X 100

FeNa (%) =
Idrar kreatinin (mg/dl) X Serum Na (mmol/l)

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Homojenizasyon i¢in oncelikle ¢alisma prosediiriine uygun olan tampon soliisyonlar
hazirlandi. Bobrek dokusunda MDA analizi i¢in 0.15 M KCI soliisyonu, okside glutatyon,
rediikte glutatyon ve nitrik oksit 6lgiimii i¢in 50 mM fosfat tampon soliisyonu (pH 7.4)
hazirlandi. Bobrek dokusu derin dondurucudan ¢ikarildiktan sonra soguk zincir kosullarinda
buzu ¢odziilmeden bistiiri yardimiyla kesilerek hassas terazide tartildi. Tartim1 yapilan dokular
soguk zincir kosularinda bistiiri yardimiyla daha kii¢iik pargalara ayrildi ve homojenizasyon
tiiplerine aktarildi. Doku agirliklarina gore ¢aligmanin metodolojisine uygun olan soliisyon ile
sulandirilaran homojenizasyon tiipleri icerisindeki dokular, buz dolu beherin iizerinde tutularak
homojenizator ile homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 4000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi ve silipernatant ayrildi. Ayrilan siipernatantlar MDA, okside ve rediikte
glutatyon, NO diizeyleri 6l¢timlerinde kullanildi.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyon son {irlinii olan MDA ’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve asit
ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk spektrofotometrik olarak olgtildii (91).

Cozeltiler

1. %8.1°1lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’1lik Asetik asit (2M NaOH ile pH 3.5’¢ ayarlandi)

3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapilisi: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0.2 ml %8.1’1lik SDS,
1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karisim 95
°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra {izerine 1 ml
distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat igermeyen ayirag koriine
kars1 532 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinda okundu.

Sonuglarin hesaplanmast;

(nmol) _ AxVtx 10°
T ExVsxLx103
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: Absorbans

E : Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm?)
Vit : Total reaksiyon hacmi

Vs : Total reaksiyon i¢cindeki numune hacmi
L : Kiivet cap1

10°  : Moliin nanomole ¢evrilmesi

10®  : Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g doku olarak ifade edildi.

Okside Glutatyon Diizeylerinin Ol¢iimii

Bobrek homojenatinda okside glutatyon diizeylerinin degerlendirilmesi icin
Mybiosource marka (Kat no: MBS752665) ELISA kit kullanilmistir. Calisma 6ncesinde -80
°C’de muhafaza edilen bobrek homojenatlari ve ayrica kit prosediiriine uygun olarak muhafaza
edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Reaktifler kit kullanim kilavuzuna uygun olarak
hazirlanmistir. Mevcut kit prosediiriine uygun olarak Blank, standart ve numune kuyucuklari
belirlenmistir. Standart konsantrasyonlart 0, 125, 250, 500, 1000, 2500 pg/ml°dir. Blank
kuyucuguna 100 pl PBS, standart kuyucuklarina ise 100 pl kitte hazir olarak bulunan
standartlardan, numune kuyucuklarina ise 100 pl bobrek homojenati pipetlenmistir. Ardindan
numune kuyucuklaria 10 pl balance soliisyonu pipetlenmistir. Blank kontrol kuyucugu harig
her kuyucuga 50 ul konjugat pipetlendikten sonra iyice karistirildi. Bu asamadan sonra plakanin
uistii kapatilarak 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edildi. Ardindan kit kullanim kilavuzuna uygun
olarak hazirladigimiz yikama soliisyonunu kullanarak otomatik plaka yikama cihazinda 5 kez
yikama yapildi. Yikama sonrasinda blank dahil tim kuyucuklara 50 pl substrat A
soliisyonundan ardindan, 50 pl substrat B soliisyonundan pipetlendi. ELISA plakasi, 10-15
dakika 37 °C’de bekledikten sonra 50 ul stop soliisyonu pipetlenerek reaksiyon sonlandirildi.
ELISA plaka okuyucusunda 450 nm’de okuma gergeklestirildi. Caligmanin standart grafigi
Sekil 5°te gosterildi.
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Sekil 5. Okside Glutatyon ELISA calismasinin standart grafigi

Rediikte Glutatyon Diizeylerinin Ol¢iimii

Bobrek homojenatinda rediikte glutatyon diizeylerinin degerlendirilmesi igin
Mybiosource marka (Kat no: MBS724319) ELISA kit kullanilmistir. Calisma 6ncesinde -80
°C’de muhafaza edilen bobrek homojenatlar1 ve ayrica kit prosediiriine uygun olarak muhafaza
edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Reaktifler kit kullanim kilavuzuna uygun olarak
hazirlanmistir. Mevcut kit prosediiriine uygun olarak Blank, standart ve numune kuyucuklari
belirlenmistir. Standart konsantrasyonlar1 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 ng/ml’dir. Blank kuyucuguna 100
ul PBS (pH 7-7,2), standart kuyucuklarina ise 100 pl kitte hazir olarak bulunan standartlardan,
numune kuyucuklarina ise 100 pl bobrek homojenati pipetlenmistir. Ardindan numune
kuyucuklarina 10 pl balance soliisyonu pipetlenmistir. Blank kontrol kuyucugu hari¢ her
kuyucuga 50 ul konjugat pipetlendikten sonra iyice karistirildi. Bu asamadan sonra plakanin
istii kapatilarak 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edildi. Kuyucuklarin aspirasyonunu takiben kit
kullanim kilavuzuna uygun olarak hazirladigimiz yikama soliisyonunu kullanarak otomatik
plaka yikama cihazinda 5 kez yikama yapildi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl substrat A
soliisyonundan sonrasinda 50 ul substrat B soliisyonu pipetlendi. Plakanin iistii kapatilarak ve
giines 1s131ndan sakmarak 10-15 dakika siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
50 ul stop soliisyonu pipetlenerek reaksiyon sonlandirildi. ELISA plaka okuyucusunda 450

nm’de okuma gerceklestirildi. Caligmanin standart grafigi Sekil 6’da gosterildi.
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Sekil 6. Rediikte Glutatyon ELISA calismasinin standart grafigi

Nitrik Oksit Olciimii

Serum, idrar ve bobrekte nitrik oksit diizeylerinin degerlendirilmesinde Katalog
numarast ADI-917-020 olan Enzo marka kit kullanildi. Caligmaya baslamadan 6nce -80 °C’de
muhafaza edilen serum, idrar ve bobrek numuneleri ve ayrica kit prosediiriine uygun olarak
muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Tiim 6rnek ve reaktifler kit kullanim
kilavuzuna uygun olarak hazirlanmistir. Kullanilacak kuyucuk sayisi belirlenelip tiim standart
ve ornekler ¢ift calisilmistir. Blank kuyucuklarina 200 pl reaksiyon tamponu pipetlendi. 1’den
6’ya kadar olan standart kuyucuklarina 50 ul standartlar pipetlendi. Standartlar deneysel
protokolde belirtildigi gibi, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 umol/l konsantrasyonlarda olup
cift calisilmistir. Zero standart olarak 50 pl reaksiyon buffer pipetlendi. Ardindan serum, idrar
ve bobrek numunelerinden 50 pl alinarak 6rnek kuyucuklarina pipetlendi. Tim zero stadart,
standart ve drnek kuyucuklarma 25 pl final NADH diliisyonu pipetlendi. Ardindan tiim zero
stadart, standart ve 6rnek kuyucuklarina nitrat rediiktaz final enzim diliisyonundan 25 pl
pipetlendikten sonra plakanin yan tarafindan tutularak dikkatli bir sekilde karistirildi sonrasinda
37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan blank kuyucugu hari¢ her kuyucuga
50 ul Griess Reagent I pipetlendi. Ardindan yine deneysel protokole uygun olarak blank
kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pl Griess Reagent II pipetlendi. Plakanin yan tarafindan
tutularak dikkatli bir sekilde karismasi saglandi ve ardindan oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilmistir ve son olarak ELISA cihazinda 545 nm’de nitrik oksit diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Serum
NO standart grafigi Sekil 7°de gosterildi. Doku NO standart grafigi Sekil 8°de gosterildi. Idrar
NO standart grafigi Sekil 9°da gosterildi.
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Sekil 7. Serum NO ELISA calismasinin standart grafigi
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Sekil 8. Doku NO ELISA calismasinin standart grafigi
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Sekil 9. idrar NO ELISA ¢alismasinin standart grafigi

Idrar KIM-1 Diizeylerinin Olciimii

Idrar KIM-1 diizeyleri 6l¢iimiinde Mybiosource marka ELISA kit (katalog no:
MBS564137) kullanild: ve kit prosediiriine uygun olarak analiz edildi. Calismaya baslamadan
once -80 °C’de muhafaza edilen idrar ornekleri ve ayrica kit prosediiriine uygun olarak
muhafaza edilen tiim belirtegler oda sicakligina getirildi. Kit prosediiriinde belirtilen standartlar
hazirlanarak ilgili kuyucuklara 100 mikrolitre pipetlendi. Ornek kuyucuklarina ise 100
mikrolitre idrar Ornekleri pipetlendi. Plakanin {istii kapatilarak 120 dakika boyunca oda
sicakliginda orbital karistiricida  inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kit
metodolojisine uygun olarak laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikayici ile toplamda
4 kez yikama yapildi. Yikama sonrast kuyucuklarin nemli olmamasina dikkat edildi. Uygun
sekilde diliie edilmis belirleme antikoru her kuyucuga 100 mikrolitre olacak sekilde pipetlendi
ve daha sonra oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dakika boyunca orbital karistiricida
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kit metodolojisine uygun olarak
laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikayici ile toplamda 4 kez yikama yapildi. Yikama
sonrasi kuyucuklarin nemli olmamasina dikkat edildi. Uygun sekilde diliie edilmis HRP-
streptavidin her kuyucuga 100 pl pipetlendi ve daha sonra oda sicakliginda karanlik ortamda
20 dakika boyunca orbital karistiricida inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kit
metodolojisine uygun olarak laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikayici ile toplamda
4 kez yikama yapildi. Yikama sonrasi kuyucuklarin nemli olmamasina dikkat edildi. Ardindan
her kuyucuga 100 ul TMB substrat soliisyonu pipetlendi ve daha sonra oda sicakliginda
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karanlik ortamda 10 dakika boyunca orbital karistiricida inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan her kuyucuga 100ul reaksiyonu sonlandirma soliisyonu pipetlendi. ELISA cihazinda
450 nm dalga boyunda idrar KIM-1 diizeyleri 6l¢iildii. Calismanin standart grafigi Sekil 10’da
gosterildi.
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Sekil 10. Idrar KIM-1 ELISA ¢alismasinin standart grafigi

Serum Relaksin Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum relaksin diizeyleri 6l¢iimiinde Mybiosource marka ELISA kit (katalog no:
MBS024990) kullanild1 ve kit prosediiriine uygun olarak analiz edildi. Relaksinin serum
seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in, kan 6rnekleri toplandiktan sonra yarim saat bekletilmis ve
ardindan 3000 rpm’de 20 dakika siire ile +4 °C’de santrifiij edilmis serum 6rnekleri kullanildu.
Calismaya baslamadan 30 dakika 6nce -80 °C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri ve ayrica kit
prosediiriine uygun olarak muhafaza edilen tiim belirtegler oda sicakligina getirildi. Calisma
prosediiriindeki ELISA plakasinda standart kuyucugu, blank/kontrol kuyucugu ve Ornek
kuyucugu bulunmaktadir. Standart ve blank/kontrol kuyucuguna kit metodolojisine uygun
pipetlemeler yapildiktan sonra 50 mikrolitre serum 6rnekleri 6rnek kuyucuklaria pipetlendi.
Her kuyucuga 100 mikrolitre HRP konjugati eklendikten sonra plakanin {izeri kit kutusunda
bulunan seffaf bantla kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan kit metodolojisine uygun olarak laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikayici
ile 4 kez yikama yapildi. Yikama sonrasi kuyucuklarin nemli olmamasina dikkat edildi.
Ardindan sirayla her kuyucuga 50 mikrolitre A kromojeni ve sonra 50 mikrolitre B kromojeni
eklendi. Istk bulunmayan ortamda 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
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sonra her kuyucuga 50 mikrolitre reaksiyonu sonlandiran soliisyon eklendi ve olusan mavi
rengin sariya doniistiigii gdzlendi. Sonlandirma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika i¢inde
450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda serum relaksin seviyeleri 6l¢iildii. Calismanin standart

grafigi Sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 11. Serum Relaksin ELISA ¢alismasinin standart grafigi
Histopatolojik Calismalar

Isik mikroskobik inceleme: Mikroskobik degerlendirme ig¢in %10’luk tamponlu
formalin soliisyonunda fikse edilen bobrek dokularinin parafin bloklart hazirlandi. Bu
dokulardan mikrotom cihazi ile 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler 151k mikroskobik
histopatolojik degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin ile boyandi. Renal hasarin derecesini
degerlendirmek icin semikantitatif bir skala ile skorlama yapildi. Renal hasarin derecesi;
tiibiiler hiicre nekrozu, sitoplazmik vakuol olusumu, tiibiiler dilatasyon degerlendirilerek
belirlenmistir. Skalada 0 ile 4 arasinda skorlama yapildi. Daha yiiksek skorlar daha siddetli
hasar1 temsil etmektedir. Skorlama da; 0: Normal bobrek, 1: Minimal hasar (% 0-5 tutulum), 2:
Hafif dereceli hasar (% 5-25 tutulum), 3: Orta dereceli hasar (% 25-75 tutulum), 4: Ciddi hasari
(% 75-100 tutulum) temsil etmektedir (92).

Immiinohistokimyasal yontem: Bobrek dokusu bloklarindan iNOS ve eNOS
diizeylerinin tespit edilmesi amaciyla kesitler alindi. iNOS’un immiinohistokimyasal

degerlendirilmesinde EMD, Millipore markali (iirtin kodu: AB5384) antikor kullanildi.
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eNOS’un immiinohistokimyasal degerlendirmesinde EMD, THERMO markal1 (iiriin kodu:
PA3-031A) antikor kullanildi.

iINOS ve eNOS i¢in:

1) Slayt 75 °C’ye kadar 1sitild1 ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

2) Depar i¢inl2 dakika Ventana medikal sistemleri i¢in EZ Prep konsantre soliisyon

(Ez Prep) uygulandu.

3) “Liquid Coverslip” (LCS) uygulandi.

4) Slayt 76 °C’ye kadar 1sitild1 ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

5) Slayt calkalandu.

6) LCS uygulandi.

7) Slayt 95 °C’ye kadar 1sitild1 ve 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

8) Antijen geri kazanimi igin 60 dakika “Cell Conditioning 1” (CC1) uygulandi.

9) 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

10) 2 defa “Reaction Buffer” ile yikandi ve LCS uygulandi.

11) Slayt 37 °C’ye kadar 1s1tild1 ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

12) “Reaction Buffer” uygulandi.

13) Bir damla inhibitor uygulandi.

14) LCS uyguland1 ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

15) “Reaction Buffer” uygulandi.

16) Slayt 37 °C’ye kadar 1s1tildi ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

17) “Reaction Buffer” uygulandi.

18) LCS uygulandu.

19) Primer antikorlar (eNOS, iNOS) uyguland1 ve 1 saat siireyle inkiibe edildi.

20) “Reaction Buffer” uygulandi.

21) LCS uygulandi.

22) Slayt 37 °C’ye kadar 1sit1ld1 ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

23) “Reaction Buffer” uygulandi.

24) Bir damla “Amplifier A” uygulandi.

25) LCS uyguland1 ve 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

26) “Reaction Buffer” uygulandi.

27) Bir damla “Amplifier B” uygulandi.

28) LCS uyguland1 ve 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

29) “Reaction Buffer” uygulandi.
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30) LCS uygulandi.

31) “Reaction Buffer” uygulandi.

32) Bir damla “Blocker A” uygulandi.

33) LCS uygulandi ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

34) “Reaction Buffer” uygulandi.

35) Bir damla “Blocker B” uygulandi.

36) LCS uygulandi ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

37) “Reaction Buffer” uygulandi.

38) Bir damla “Biotinylated Immunoglobulin” uygulandi.

39) LCS uygulandi ve 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

40) “Reaction Buffer” uygulandi.

41) LCS uygulandi.

42) “Reaction Buffer” uygulandi.

43) Bir damla “Avidin-HRPO” (Avidin-Horseradish Peroxidase) uygulandi.

44) 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

45) “Reaction Buffer” uygulandi.

46) LCS uygulandi.

47) “Reaction Buffer” uygulandi.

48) Bir damla “3-Amino-9-EthylCarbazole” (AEC) ve bir damla AEC hidrojen peroksit
(H202) uygulanda.

49) LCS uygulandi.

50) 8 dakika siireyle inkiibe edildi.

51) “Reaction Buffer” uygulandi.

52) Bir damla “Hematoxylin” uygulandi.

53) LCS uygulandi ve 16 dakika siireyle inkiibe edildi.

54) “Reaction Buffer” uygulandi.

55) LCS uygulandi.

56) “Reaction Buffer” uygulandi.

57) Bir damla “Bluing Reagent” uygulandi.

58) Lamel uygulandi ve 4 dakika siireyle inkiibe edildi.

59) “Reaction Buffer” uygulandi.

60) LCS uygulandi.

61) Lamlar sistemden ¢ikarilip deterjanli suyla yikandi.
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62) Lamlar kurutulup Aquamount ile kapatildi (93).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Grupl ile Grup 2, Grup 1 ile
Grup 3 ve Grup 3 ile Grup 4 arasindaki karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi kullanildi.
p<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik icin sinir deger olarak belirlendi. Istatistiksel analizlerde

SPSS 19.0 (Lisans n0=10240642) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Mevcut galismamizda, hipertonik gliseroliin im. uygulanmasiyla olusturulan deneysel
miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 modelinde birinci ve ikinci gruplarda 8’er adet, {igiincii ve
dordiincii gruplarda 10’ar adet olmak tizere toplamda 36 adet Spraque Dawley erkek sican
kullanildi. Gliserol enjeksiyonunun 24. saatinde sicanlarin bulundugu metabolik kafeslerde
toplanan idrar hacimleri 6lctilerek 6rnekleri alindi ve ardindan anestezik kosullarda siganlarin
kan ve bobrek dokulart alindi. Ancak dordiincii gruptan 4 numarali sicandan idrar alinamadi ve
ictincti gruptaki 1,5,10 numarali ve yine dordiincii gruptaki 1,2,3,7 numarali sicanlardan az

miktarda idrar 6rnegi alindig1 i¢in bazi idrar parametreleri dl¢lilememistir.

BIYOKIMYASAL BULGULAR

Tiim gruplarin serum 6rneklerine ait verilerinin, ortalama + standart sapma sonuglar1 ve
istatistiksel degerlendirilmeleri Tablo 1’de gdsterilmistir. Tablo 1’de gosterildigi gibi serum
tire, serum Kreatinin ve serum ALT diizeyleri Grup 1’e kiyasla Grup 2’de anlaml disiik
bulundu, yine serum iire, serum Kreatinin, serum potasyum, serum ALT, serum AST, serum
CK, serum LDH ve serum NO diizeyleri Grup 1’e kiyasla Grup 3’te anlamli yiiksek bulundu.

Diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.
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Tablo 1. Serum degiskenlerine iliskin istatistiksel sonuclar

Parametreler 1.Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P
Ure G1-G,=0,008
mg/dI 33,00+£6,35 | 23,75+2,55 | 412,00+£37,11| 374,80+£56,65| G1-G3<0,001
G3-G4=0,070
Kreatinin G1-G2=0,030
mg/dl 0,39+0,05 0,36+0,02 2,72+0,56 2,57+0,71 G1-G3<0,001
G3-G4=0,821
Sodyum G1-G2=0,082
mmol/I 128,63+9,24 | 123,25+6,43 | 125,40+8,04 | 122,50+10,29| G1-G3=0,181
G3-G4=0,621
Potasyum G1-G2=0,266
mmol/I 4,95+0,73 4,58+0,76 7,01+1,01 6,25+1,37 G1-G3=0,001
G3-G4=0,212
ALT G1-G2=0,012
u/l 53,13£20,92 | 37,88+3,48 157,90+65,29( 173,00+93,17| G1-G3=0,001
G3-G4=0,821
AST 1388,10 1868,70 G1-G2=0,269
u/l 146,38+41,40[ 119,25+11,52 + + G1-G3<0,001
528,59 1249,61 G3-G4=0,597
CK 707,88 9362,50 13763,80 | G1-G2=0,156
u/l + 616,75+90,11 + + G1-G3=0,001
213,82 17657,10 18717,74 | G3-G4=0,545
LDH 779,38 542,13 3237,60 4559,90 G1-G2=0,093
U/l + + + + G1-G3<0,001
319,50 231,62 2443,81 3480,36 G3-G4=0,496
Relaksin G1-G2=0,401
pg/ml 184,75+46,91| 166,93+47,29| 166,58+52,33| 144,22+63,95| G1-G3=0,230
G3-G4=0,734
Nitrik Oksit G1-G2=0,172
umol/I 45,43+14,03 | 37,82+6,36 | 59,74+13,66 | 59,83+6,33 G1-G3=0,021
G3-G4=0,762

P: Istatistiksel olarak gruplar arasi farkliliklar Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir. ALT: Alanin
aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, CK: Kreatin kinaz, LDH: Laktat dehidrogenaz
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Tiim gruplarin idrar 6rneklerine ait verilerinin, ortalama =+ standart sapma sonuglari ve
istatistiksel degerlendirilmeleri Tablo 2’de gosterilmistir. Tablo 2’de gosterildigi gibi Grup 1°¢
kiyasla Grup 2’de idrar iire ve idrar kreatinin diizeyleri anlaml1 diigiik bulundu. Grup 1’ kiyasla
Grup 3’te idrar tire, idrar sodyum, idrar Kreatinin, idrar kreatinin klirensi, idrar nitrik oksit ve
idrar hacimleri anlamli diisiik bulunurken, idrar bobrek hasar molekiilii-1, fraksiyonel sodyum
atilimi diizeyi anlaml yiiksek bulundu. Grup 3’e kiyasla Grup 4’te idrar kreatinin diizeyleri

anlamli diisiik bulundu.

Tablo 2. idrar degiskenlerine iliskin istatistiksel sonuclar

Parametreler 1.Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P
Ure 6197,75 4985,63 839,60 664,78 G1-G2=0,021
mg/dI + + + + G1-G3<0,001
1351,68 533,40 238,27 317,78 G3-G4=0,142
Sodyum G1-G2=0,059
mmol/Il 292,88+68,02( 233,00+£29,45| 68,00+£37,39 | 73,00+28,67 | G1-G3<0,001
G3-G4=0,369
Kreatinin G1-G2=0,036
mg/dI 57,08+£20,15| 39,18+4,76 | 14,86+2,63 | 11,69+2,09 | G1-G3<0,001
G3-G4=0,009
Kreatinin G1-G2=0,059
klirensi 1,11+0,14 1,22+0,12 0,02+0,02 0,03+0,06 | G1-G3<0,001
ml/dk G3-G4=0,496
FeNa G1-G2=0,600
% 1,65+0,43 1,72+0,19 10,63+6,92 13,26+7,32 | G1-G3=0,001
G3-G4=0,369
Nitrik Oksit 2345,60 2266,54 259,18 279,18 G1-G2=0,753
pumol/I + + + + G1-G3=0,001
33,19 223,36 53,56 94,42 G3-G4=0,291
Bobrek Hasar G1-G2=0,958
Molekiilii-1 0,02+0,01 0,01+0,01 0,42+0,10 0,40+0,09 | G1-G3=0,001
ng/ml G3-G4=0,427
Idrar Hacmi G1-G»=0,072
ml/24 saat 12,13+4,76 | 16,13+£2,23 3,3542,87 5,07+£7,17 | G1-G3=0,001
G3-G4=0,623

P: Istatistiksel olarak gruplar arasi farkliliklar Mann Whitney U testi ile karsilastirilmuistir. FeNa: Fraksiyonel
sodyum atilimi
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Tiim gruplarin bobrek dokusu Orneklerine ait verilerinin, ortalama + standart sapma

sonuglar1 ve istatistiksel degerlendirilmeleri Tablo 3’te gosterilmistir. Tablo 3’te gdsterildigi

gibi bobrek dokusunda Grup 1°e kiyasla Grup 3’te MDA diizeyleri anlaml1 yiiksek bulunurken,
okside GSH, rediikte GSH ve NO diizeyleri anlaml1 diisiik bulundu.

Tablo 3. Bobrek degiskenlerine iliskin istatistiksel sonuglar

Parametreler 1.Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P
MDA G1-G2=0,172
nmol/g doku 1,80+0,17 2,01+0,27 2,35+0,32 2,32+0,30 | G1-G3=0,001
G3-G4=0,880
Okside-GSH 583,03 G1-G2=0,599
pg/ml 986,11+£91,87| 955,20+67,80 + 565,36+£99,29| G1-G3<0,001
112,80 G3-G4=0,597
Rediikte-GSH G1-G2=0,916
pg/ml 5,04+0,44 | 4,97+0,33 4,43+0,35 4,97+1,50 | G1-G3=0,006
G3-G4=0,545
Nitrik Oksit G1-G2=0,529
pmol/l 134,35+7,32 | 138,21+26,34| 115,49+10,82| 110,63+20,05( G1-G3=0,003
G3-G4=0,597

P: Istatistiksel olarak gruplar arasi farkliliklar Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir. MDA: Malondialdehit,
Okside-GSH: Okside Glutatyon, Rediikte-GSH: Rediikte Glutatyon
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Gruplar arasi ortalama serum iire diizeylerinin dagilimi Sekil 12°de gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama serum fire diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubu Grup 1’e kiyasla
kontrol+relaksin uygulanan Grup 2’de ortalama serum iire diizeyleri p=0,008 (p<0,01)
diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek
hasar1 olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli yiiksek bulundu, yine Grup 3 ile
miyoglobiniirik akut bobrek hasart olusturulup, relaksin uygulanan Grup 4 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).
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Sekil 12. Gruplar arasi ortalama serum iire diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. a: Grup 1 ile Grup 2, b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki
karsilagtirmalar;**: p<0,01, ***: p<0,001

Gruplar arasi ortalama serum kreatinin diizeylerinin dagilimi Sekil 13’te gdsterilmistir.
Gruplar arasi ortalama serum kreatinin diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla, kontrol+relaksin uygulanan Grup 2’de p=0,030 (p<0,05) diizeyinde anlaml diisiikk
bulundu, yine ortalama serum kreatinin diizeyleri Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik
akut bobrek hasar1 olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Grup 3
ile miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 olusturulup relaksin uygulanan Grup 4 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).
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Sekil 13. Gruplar arasi ortalama serum kreatinin diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. a: Grup 1 ile Grup 2, b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki
karsilastirmalar;*: p<0,05, ***: p<0,001

Gruplar arasi ortalama serum sodyum diizeylerinin dagilimi Sekil 14’te gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama serum sodyum diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (p>0,05).
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Sekil 14. Gruplar arasi ortalama serum sodyum diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin
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Gruplar arasi ortalama serum potasyum diizeylerinin dagilimi Sekil 15°te gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama serum potasyum diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasart olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01)
diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama serum potasyum

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 15. Gruplar arasi ortalama serum potasyum diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama serum ALT diizeylerinin dagilimi Sekil 16’da gdsterilmistir.
Gruplar arasi ortalama serum ALT diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla kontrol+relaksin uygulanan Grup 2’de p=0,012 (p<0,05) diizeyinde anlamli diisiik
dulundu. Yine ortalama serum ALT diizeyleri Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut
bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01) diizeyinde anlamli yiiksek bulundu.
Diger gruplar arasinda ortalama serum ALT diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 16. Gruplar arasi ortalama serum ALT diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. a: Grup 1 ile Grup 2, b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki
karsilagtirmalar;*: p<0,05,**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama serum AST diizeylerinin dagilimi Sekil 17°de gdsterilmistir.
Gruplar aras1 ortalama serum AST diizeyleri karsilagtirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e kiyasla
deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlaml
yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama serum AST diizeylerinde istatistiksel olarak

anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).

3500 -

[F8]

=

=

o
1

(W]

N

=

=
I

b***

]

=

=

o
1

Serum AST (U/I)
o
=
o

[—

=

=

(=]
1

500

0 I
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 17. Gruplar arasi ortalama serum AST diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;***: p<0,001
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Gruplar arasi ortalama serum CK diizeylerinin dagilimi Sekil 18’de gdsterilmistir.
Gruplar aras1 ortalama serum CK diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla
deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01) diizeyinde
anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama serum CK diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 18. Gruplar arasi ortalama serum CK diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01

Gruplar arasi ortalama serum LDH diizeylerinin dagilimi Sekil 19°da gosterilmistir.
Gruplar arasi1 ortalama serum LDH diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde
anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama serum LDH diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 19. Gruplar arasi ortalama serum LDH diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;***: p<0,001

Gruplar arasi ortalama serum relaksin diizeylerinin dagilimi Sekil 20°de gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama serum relaksin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 20. Gruplar arasi ortalama serum relaksin diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin.

45



Gruplar arasi ortalama serum NO diizeylerinin dagilimi Sekil 21°de gdsterilmistir.
Gruplar aras1 ortalama serum NO diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e kiyasla
deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p=0,021 (p<0,05) diizeyinde
anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama serum NO diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark gdzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 21. Gruplar arasi ortalama serum NO diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;*: p<0,05
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Gruplar arasi ortalama idrar ire diizeylerinin dagilimi Sekil 22°de gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama idrar iire diizeyleri karsilagtirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e kiyasla
kontrol+relaksin uygulanan Grup 2’de p=0,021 (p<0,05) diizeyinde anlamli diisiik bulundu.
Yine ortalama idrar iire diizeyleri Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda

ortalama idrar iire diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 22. Gruplar arasi ortalama idrar iire diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. a: Grup 1 ile Grup 2, b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki
karsilagtirmalar;*: p<0,05,***: p<0,001
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Gruplar arasi ortalama idrar sodyum diizeylerinin dagilimi Sekil 23°te gdsterilmistir.
Gruplar arasi ortalama idrar sodyum diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde
anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama idrar sodyum diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 23. Gruplar arasi ortalama idrar sodyum diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;***: p<0,001
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Gruplar aras1 ortalama idrar kreatinin diizeylerinin dagilimi Sekil 24’te gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama idrar kreatinin diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla kontrol+relaksin uygulanan Grup 2’de p=0,036 (p<0,05) diizeyinde anlamli diisiik
bulundu. Yine ortalama idrar kreatinin diizeyleri Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik
akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Grup 3’e
kiyasla miyoglobiniirik akut bobrek hasart olusturulup relaksin uygulanan Grup 4’te p=0,009
(p<0,01) diizeyinde anlamli diisiikk bulundu.
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Sekil 24. Gruplar arasi ortalama idrar kreatinin diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. a: Grup 1 ile Grup 2, b: Grup 1 ile Grup 3, c: Grup 3 ile Grup
4, arasindaki karsilagtirmalar;*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001
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Gruplar arasi ortalama kreatinin klirensi diizeylerinin dagilimi Sekil 25°te gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama kreatinin klirensi diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde
anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama kreatinin klirensi diizeylerinde

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 25. Gruplar arasi ortalama kreatinin klirensi diizeylerinin karsilastiriimasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3;***: p<0,001
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Gruplar arasi ortalama FeNa diizeylerinin dagilimi Sekil 26°da gosterilmistir. Gruplar
aras1 ortalama FeNa diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e kiyasla deneysel
miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01) diizeyinde anlamli
yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama FeNa diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli

bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 26. Gruplar arasi ortalama FeNa (%) diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3,**: p<0,01

o1



Gruplar arasi ortalama idrar nitrik oksit diizeylerinin dagilimi Sekil 27°de gosterilmistir.
Gruplar arasi ortalama idrar nitrik oksit diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e
kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasart olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01)
diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama idrar nitrik oksit

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 27. Gruplar arasi ortalama idrar nitrik oksit diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama idrar bobrek hasar molekiilii-1 diizeylerinin dagilimi Sekil 28°de
gosterilmistir.  Gruplar arasi1 ortalama idrar bdbrek hasar molekiili-1  diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01) diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar
arasinda ortalama idrar bobrek hasar molekiilii-1 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir

fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 28. Gruplar arasi ortalama idrar KIM-1 diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama idrar hacmi diizeylerinin dagilimi Sekil 29°da gdsterilmistir.
Gruplar aras1 ortalama idrar hacmi diizeyleri karsilagtirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla
deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te p=0,001 (p<0,01) diizeyinde
anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama idrar hacmi diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 29. Gruplar arasi ortalama idrar hacmi diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu MDA diizeylerinin dagilimi Sekil 30°da
gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bobrek MDA diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubu
Grup 1’¢ kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasart olusturulan Grup 3’°te p=0,001
(p<0,01) diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama bobrek MDA

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 30. Gruplar arasi ortalama bobrek MDA diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arast ortalama bobrek dokusu okside glutatyon diizeylerinin dagilimi Sekil
31’de gosterilmistir.  Gruplar arast ortalama bobrek okside glutatyon diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda
ortalama bobrek okside glutatyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 31. Gruplar arasi ortalama bdbrek okside glutatyon diizeylerinin
karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup
4. ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;***:
p<0,001
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Gruplar aras1 ortalama bobrek dokusu rediikte glutatyon diizeylerinin dagilimi Sekil
32°de gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bobrek rediikte glutatyon diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p=0,006 (p<0,01) diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar
arasinda ortalama bobrek rediikte glutatyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 32. Gruplar arasi ortalama bébrek rediikte glutatyon diizeylerinin
karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup
4: ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu nitrik oksit diizeylerinin dagilimi Sekil 33’te
gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bobrek nitrik oksit diizeyleri karsilagtirildiginda, kontrol
grubu Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te
p=0,003 (p<0,01) diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama bobrek

nitrik oksit diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 33. Gruplar arasi ortalama bobrek NO diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;**: p<0,01
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HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Tim gruplarin bobrek dokusu drneklerine ait histopatolojik verilerinin ortalama +

standart sapma sonuglar1 ve istatistiksel degerlendirmeleri Tablo 4’te gosterilmistir. Tablo 4’te

gosterildigi gibi bobrek dokusunda Grup 1’e kiyasla Grup 3’te bobrek hasar skoru ve kast

diizeyleri anlamli yiiksek bulundu.

Tablo 4. Bobrek dokusunda histopatolojik degerlendirmelere iliskin istatistiksel sonuclar

Parametreler 1.Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P
Bobrek Hasar G1-G2=1,000
SKoru 0,38+0,52 0,38+0,52 3,50+0,53 3,50+0,53 | G;-G3<0,001
Gs3-G4=1,000
Kast G1-G2=0,626
% 0,50+0,54 0,38+0,52 78,00+6,33 | 77,00£6,75 | G1-G3<0,001
G3-G4=0,702

P: Istatistiksel olarak gruplar arasi farkliliklar Mann Whitney U testi ile karsilagtirilmistir.

Gruplar aras1 ortalama bdbrek hasar skoru diizeylerinin dagilimi Sekil 34°te

gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bobrek hasar skoru diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol

grubu Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te

p<0,001 diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama bobrek hasar

skoru diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 34. Gruplar arasi ortalama bobrek hasar skoru diizeylerinin karsilagtirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:

ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;***: p<0,001
Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu kast diizeylerinin dagilimi Sekil 35°te
gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu kast diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol
grubu Grup 1’¢ kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan Grup 3’te
p<0,001 diizeyinde anlaml yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ortalama bobrek dokusu

kast diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 35. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu kast diizeylerinin karsilagtiriimasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3,***: p<0,001

Tim hematoksilen eozin ile boyanmis bobrek kesitleri 151k mikroskobu altinda

incelenmis ve hasarin derecesi degerlendirilmistir. Kontrol grubunun (Grup 1) 1sik
mikroskobisinde tiibiil ve glomeriil yapilarinin normal goriinimde oldugu (Sekil 36),
Kontrol+Relaksin verilen Grup 2’de ise tiibiil ve glomeriil yapilarinin normal gériiniimde olup
nekroz veya kast olusumu gozlemlenmemistir (Sekil 37). Akut bobrek hasari olusturulan Grup
3’in 151k mikroskobisinde tiibiil epitel hiicrelerinde yaygin nekroz, tiibiiler dilatasyon ve vakuol
olusumu gozlenirken, tiibiiler limende ise kast birikimi gozlemlenmistir (Sekil 38). Akut
bobrek hasart olusturulup relaksin ile tedavi edilen Grup 4’te de Grup 3’e benzer sekilde tiibiil
epitelinde yaygin nekroz, tiibiiler dilatasyon ve vakuol olusumu gozlenirken, tiibiiler limende

kast birikimi gézlemlenmistir (Sekil 39).
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Sekil 36. Grup 1’in bobrek kesiti (HEx200)
Mavi ok: glomeriil, kirmiz1 ok: proksimal tiibiller

Sekil 37. Grup 2’nin bobrek kesiti (HEx200)
Mavi ok: glomeriil, kirmizi ok: proksimal tiibiiller
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Sekil 38. Grup 3’iin bobrek kesiti (HEx200)
Kirmiz: oklar: tiibiil epitelinde yaygin nekroz, mavi oklar: tiibiil liimeninde
kast birikimi

Sekil 39. Grup 4’iin bobrek kesiti (HEx200)
Kirmiz1 oklar: tiibiil epitelinde yaygin nekroz, mavi ok: Tiibiil limeninde
kast birikimi
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Bobrek Dokusunda eNOS Immiinoreaktivitesi

Tiim gruplarin  bobrek dokusu oOrneklerine ait eNOS immiinoreaktivitesi
degerlendirmelerine iligkin verilerinin ortalama =+ standart sapma sonuglar1 ve istatistiksel
degerlendirmeleri Tablo 5’te gosterilmistir. Tablo 5’te gosterildigi gibi, Grup 1’e kiyasla Grup
3’te eNOS yayginlik ve eNOS total skor diizeyleri anlamli diisiik bulundu.

Tablo 5. Bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi degerlendirmelerine iliskin
istatistiksel sonuclar

Parametreler 1.Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P
eNOS G1-G2=0,264
+ + -
yaygmhd} 83,75+5,18 | 81,25+£3,54 | 29,00+7,38 [ 36,00£10,75 | G;-G3<0,001
G3-G4=0,115
eNOS G1-G2=0,317
+ + + + =
yogunlugu 3,63%1,77 3,00+0,00 2,60+0,70 2,30+0,68 | G1-G3=0,052
G3-G4=0,426
eNOS G1-G2=0,113
+ +
total skor 251,25+15,53| 232,50+26,59| 72,00+13,17 | 77,00£12,52 | G;-G3<0,001
G3-G4=0,397

P: Istatistiksel olarak gruplar arasi farkliliklar Mann Whitney U testi ile karsilagtirimistir.
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Gruplar aras1 ortalama bobrek dokusu eNOS yayginligi diizeylerinin dagilimi Sekil
40’ta gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bdbrek dokusu eNOS yayginligi dizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda
ortalama bobrek dokusu eNOS yaygiligi diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 40. Gruplar aras1 ortalama bobrek dokusu eNOS yayginhg diizeylerinin
karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;***: p<0,001
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Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu eNOS yogunlugu diizeylerinin dagilimi Sekil
41°de gosterilmistir. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu eNOS yogunlugu diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 41. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu eNOS yogunlugu diizeylerinin
karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin.
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Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu eNOS total skor diizeylerinin dagilimi Sekil 42°de
gosterilmistir. Gruplar arast ortalama bobrek dokusu eNOS total skor diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1’e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda
ortalama bobrek dokusu eNOS total skor diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 42. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu eNOS total skor diizeylerinin
karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;***: p<0,001
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Sicanlarin bobrek kesitleri immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyand: ve
mikroskobisi degerlendirildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmeler hedef hiicrelerin boyanip
boyanmamasina ve boyanmanin yogunluk ve yayginhigina gore yapilmistir. Gruplar
incelendiginde Grup 1 (Sekil 43) ve Grup 2 (Sekil 44)’nin glomerulus ve kivrimli distal
tiibiillerinde kuvvetli boyanma goriiliirken, Grup 3 (Sekil 45)’te glomerulus ve distal tiibiillerde
boyamanin yayginlik ve yogunlugunda azalma oldugu goriilmiistiir. Grup 4 (Sekil 46)’te ise
Grup 3’e benzer sekilde glomerulus ve distal tiibiillerde boyamanin yayginlik ve yogunlugunda

azalma gorildi.

Sekil 43. Grup 1’in bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Kirmizi ok: Glomeriiller kuvvetli boyanma, mavi ok: distal kivrimli tiibiillerde
kuvvetli boyanma
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Sekil 44. Grup 2’nin bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Glomertiller ve distal kivriml tiibiillerde (ok) kuvvetli boyanma

Sekil 45. Grup 3'iin bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Boyanma yayginlik ve yogunlugunda azalma
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Sekil 46. Grup 4’iin bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Boyanma yayginlik ve yogunlugunda azalma

Bobrek Dokusunda iNOS Immiinoreaktivitesi

Tim gruplarin  bobrek dokusu oOrneklerine ait iNOS immiinoreaktivitesi
degerlendirmelerine iligskin verilerinin ortalama =+ standart sapma sonuglar1 ve istatistiksel
degerlendirmeleri Tablo 6’da gosterilmistir. Tablo 6’da gosterildigi gibi, Grup 1’e kiyasla Grup
3’te iNOS yayginlik, iNOS yogunluk ve iNOS total skor diizeyleri anlaml1 yiiksek bulundu.

Tablo 6. Bobrek dokusunda iNOS immiinoreaktivitesi degerlendirmelerine iliskin
istatistiksel sonuclar

Parametreler 1.Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P
iINOS G1-G2=1,000
yaygmh 21,25+6,41 21,25+6,41 | 72,80+23,25| 78,00+6,33 | G;-G3=0,003
Gs-G4=0,789
iINOS G1-G2=1,000
+ + + + -
yogunlugu 2,00+0,54 2,00+0,76 3,00+0,00 3,00+0,00 | G;-G3<0,001
G3-G4=1,000
iINOS G1-G2=0,680
total skor 40,00£9,26 | 38,75+9,91 | 240,00+14,14| 234,00+18,97| G,-G3<0,001
G3-G4=0,399

P: istatistiksel olarak gruplar arasi farkliliklar Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir.
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Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu iNOS yayginlik diizeylerinin dagilimi Sekil 47°de
gosterilmistir. Gruplar arast ortalama bobrek dokusu iNOS yaygmlik diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p=0,003 (p<0,01) diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar
arasinda ortalama bobrek dokusu iNOS yayginlik diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir

fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 47. Gruplar aras1 ortalama bobrek dokusu iNOS yayginh@ diizeylerinin

karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilagtirma;**: p<0,01
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Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu iNOS yogunluk diizeylerinin dagilimi Sekil 48°de
gosterilmistir. Gruplar arast ortalama bobrek dokusu iNOS yogunluk diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda

ortalama bobrek dokusu iINOS yogunluk diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 48. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu iNOS yogunluk diizeylerinin
karsilastirilmasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;***: p<0,001
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Gruplar arasi ortalama bdbrek dokusu iNOS total skor diizeylerinin dagilimi Sekil 49°da
gosterilmistir. Gruplar aras1 ortalama bobrek dokusu iNOS total skor diizeyleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu Grup 1°e kiyasla deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasari
olusturulan Grup 3’te p<0,001 diizeyinde anlamli yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda
ortalama bobrek dokusu iNOS total skor diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmedi (p>0,05).
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Sekil 49. Gruplar arasi ortalama bébrek dokusu iNOS total skor diizeylerinin
karsilastiriimasi
Gruplar: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Kontrol+Relaksin, Grup 3: ABH, Grup 4:
ABH+Relaksin. b: Grup 1 ile Grup 3 arasindaki karsilastirma;***: p<0,001
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Sicanlarin bobrek kesitleri immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyandi ve
151k mikroskobunda degerlendirildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmeler hedef hiicrelerin
boyanip boyanmamasina ve boyanmanin yogunluk ve yayginligina gore yapilmistir. Gruplar
incelendiginde Grup 1 (Sekil 50) ve Grup 2 (Sekil 51)’nin proksimal tiibiillerinde zayif
boyanma goriiliirken, Grup 3 (Sekil 52)’te proksimal tiibiillerde kuvvetli boyanma goriilmiistiir.
Grup 4 (Sekil 53)’te ise Grup 3’e benzer sekilde proksimal tiibiillerde kuvvetli boyanma

gorilmistir.

Sekil 50. Grup 1'in bobrek dokusunda iNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Mavi ok: proksimal tiibiillerde zayif boyanma
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Sekil 51. Grup 2'nin bébrek dokusunda iNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Kirmiz1 ok: proksimal tiibiillerde fokal zayif boyanma

Sekil 52. Grup 3'iin bobrek dokusunda iNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Kirmiz1 ok: proksimal tiibiillerde kuvvetli boyanma
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Sekil 53. Grup 4'iin bobrek dokusunda iNOS immiinoreaktivitesi (x200)
Kirmizi ok: proksimal tiibiillerde kuvvetli boyanma
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TARTISMA

Calismamizda sicanlara intramiiskiiler %50’lik  gliserol  enjeksiyonu ile
olusturdugumuz, deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 modelinin fizyopatolojisinde
relaksin  hormonunun bdbrek fonksiyonlart ve hasar1 iizerine etkileri ile nitrik oksit
metabolizmasi ve serbest radikallerin olusturdugu hasar tizerindeki rolii arastirildi. Bu amagla,
deneysel miyoglobintirik akut bobrek hasari gelisiminin 24. saatinde serum relaksin diizeyleri
ile nitrik oksit diizeyleri ve bobrek fonksiyon testleri (serum iire, serum Kreatinin, kreatinin
klirensi, fraksiyonel sodyum atilimi) ile kas hasar1 sonucu agiga ¢ikan ve kas hasarinin derecesi
hakkinda bilgi veren serum potasyum, serum CK, serum LDH, serum ALT ve serum AST
diizeyleri incelendi. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyleri ile endojen
giiclii bir antioksidan olan okside ve rediikte glutatyon diizeyleri arastirildi. Ayrica idrar
orneklerinde proksimal tiibiil hasarinin spesifik bir belirteci olarak kabul edilen KIM-1
diizeyleri incelendi.

Sicanlar 24 saat susuz birakildiktan sonra 8§ ml/kg dozunda %50’lik gliserol soliisyonu
her iki arka bacak kaslaria enjekte edilerek olusturdugumuz akut bobrek hasart modelinde
bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu, lipid peroksidasyonunun arttigi, glutatyon diizeylerinin
azaldigi, histopatolojik olarak bobrek hasarinin gelistigi ve tiibiiler kast birikiminin arttig
goriildii. Ayrica bu kas hasariin belirtegleri olarak kabul edilen serum potasyum, serum ALT,
serum AST, serum CK ve serum LDH diizeylerinde artislar oldugu belirlendi.
Immiinohistokimyasal ydntemle incelenen iNOS enzim aktivitelerinde artma, eNOS enzim

aktivitelerinde azalma oldugu goriildii. Proksimal tiibiil hasarinin bir belirteci olan KIM-1
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diizeylerinde de bir artis oldugu saptandi. Bu sonug¢larimiz deneysel miyogobiniirik akut bobrek
hasarmin gelistigini ve deneysel modelin olustugunu gostermektedir.

Calismamizda intramiiskiiler serum fizyolojik verdigimiz ve 1., 6., 12. ve 18. saatlerde
subkutan PBS enjeksiyonu yaptigimiz kontrol grubu olan 1. grup siganlar ile im. serum
fizyolojik verdigimiz ve 1., 6., 12. ve 18. saatlerde subkutan 5 pg/kg dozunda relaksin verilen
saglikl siganlarda relaksinin etkilerinin incelendigi 2. grup si¢anlar1 karsilastirdigimizda, ikinci
gruptaki siganlarda serum iire, kreatinin, ALT diizeyleri ile idrar iire diizeylerinin anlaml
diizeyde azaldig1 goriildii. Ayrica idrar kreatinin atiliminda anlamli bir azalma oldugu saptandi.
Diger parametrelerde 1. ve 2. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmedi. Collino ve ark. (86) bobrek iskemi reperfiizyon hasarina karsi relaksinin etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda, sham grubuna operasyon yapilmadan hemen Once intravendz 5
ug/kg dozunda relaksin verilmesinin serum iire ve serum kreatinin diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlamli farklilik olusturmadigini rapor etmislerdir. Garber ve ark. (88)
brometilenamin enjekte edilerek renal fibrosis gelistirdikleri ¢alismalarinda, kontrol grubu
hayvanlara 28 giin boyunca osmotik pompa ile 2 pg/saat relaksin verilmesinin serum kreatinin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalmaya neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Danielson ve ark. (94) farkli yas grubundaki siganlara 4 pg/saat relaksin
verilmesinin glomeriiler filtrasyon hizini arttirdigini ve bobrek damarlarinda vazodilatasyona
neden olarak hiperfiltrasyona neden oldugunu rapor etmislerdir. Yine ayni ¢alismada serum
kreatinin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma, serum iire diizeyinde ise
anlamli bir azalmanin oldugu rapor edilmistir (94). Calismamizda goriilen serum kreatinin ve
iire diizeylerindeki azalmanin GFR artisina bagh olarak gelistigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda %50’lik gliseroliin im. 8 ml/kg dozunda verildigi ve sc. olarak 1., 6., 12.
ve 18. saatlerde PBS verilen 3. grup sicanlarda bobrek fonksiyon belirtecleri olan serum iire ve
serum kreatinin diizeylerinde, tiibiiler fonksiyonlarin gostergesi olan fraksiyonel sodyum
atiliminda, kas hasarinin belirtecleri olan serum ALT, serum AST, serum CK, serum K" ve
serum LDH aktivitelerinde ve serum NO diizeylerinde anlamli artis gozlemlendi. Bobrek
dokusunda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeylerinde, histopatolojik
olarak yapilan incelemelerde bobrek hasar skoru ve tiibiiler kast birikiminde anlamli artis
oldugu saptandi. Okside glutatyon ile rediikte glutatyon diizeylerinde ve nitrik oksit
diizeylerinde anlamli azalma saptandi. Glomertiler filtrasyonun bir belirteci olan kreatinin
Klirensinde ve idrar nitrik oksit, idrar sodyum, idrar tire ve idrar kreatinin diizeyleri ile idrar

hacminde anlamli diizeyde azalma, proksimal tiibiil hasarinin gostergesi olan idrar KIM-1
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diizeyinde anlamli artma gozlendi. Miyoglobiniirik akut bobrek hasari olusturulan bu grupta
immiinohistokimyasal lokalizasyonlar1 incelenen iNOS aktivitelerinde artma, eNOS
aktivitelerinde azalma goriildii.

Calismamizin 3. grubunda goriilen serum iire ve serum kreatinin diizeylerindeki artis
daha 6nce bu model ile yapilan ¢alisma sonuglar1 ve laboratuvarimizda daha dnce yaptigimiz
calisma sonuglarimiz ile uyumluluk gostermektedir (95-97). Cebi ve ark. (96) im. 8 ml/kg
dozunda gliserol (%50) enjekte ederek miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda hiperbarik
oksijen tedavisinin etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, kontrol grubuna gére mABH
olusturulan grupta serum iire ve serum kreatinin diizeylerinin anlamli diizeyde arttigini
bildirilmislerdir. Ayrica serum CK, serum ALT ve serum AST diizeylerinde de anlamli artis
oldugunu rapor etmislerdir (96). Asmari ve ark. (98) sicanlarda 24 saat susuzlugu takiben im.
10 ml/kg viicut agirhigr dozunda gliserol (%25) enjekte ederek, gliserol ile indiiklenen akut
bobrek hasarinda kinakrinin etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda, akut bdbrek hasari
olusturulan grupta serum iire, serum Kreatinin ve serum potasyum diizeylerinin kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde artis gosterdigini rapor etmislerdir. Yine ayni ¢alismada akut bobrek
hasar1 olusturulan grupta doku MDA diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli artis gosterdigi
bildirilmistir (98). Li ve ark. (99) siganlarda 24 saat susuzlugu takiben 10 ml/kg viicut agirlig
dozunda im. gliserol (%50) enjeksiyonu yaparak gliserol ile indiiklenen akut bobrek hasarinda
deniz yosunu Laminaria japonica’dan ekstrakte edilen diisitk molekiiler agirlikl siilfatlanmis
polisakkaritin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, ABH olusturulan grupta serum iire ve
serum kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli artis gosterdigini rapor etmislerdir.
Calismamizda glomertiler filtrasyonun bir belirteci olarak degerlendirdigimiz kreatinin klirensi
diizeylerinde goriilen anlamli azalma, literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuglariyla
uyumluluk gosterdi (100). Calismamizda bu sonuglar glomeriiler fonksiyonlarin bozuldugunu
ve bu grupta ABH olustugunu gostermektedir. Fraksiyonel sodyum atilimi akut bdbrek
yetmezliginin etiyolojisi hakkinda bilgi veren bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Pre-renal
akut bobrek yetmezliginde FeNa degeri %1’in altinda iken, rabdomiyolizde FeNa degerinin
%1’in tlizerinde oldugu rapor edilmistir (101). Calismamizda tiibiiler fonksiyonun bir belirteci
olarak kullanilan FeNa’daki artis onceki ¢aligmalarda oldugu gibi tiibiiler fonksiyonlarin
bozuldugunu goéstermektedir (102). iskelet kasinin hem metabolik hem de mekanik nedenlere
bagl olarak hasarlanmasi sonucu serum ALT, serum AST, serum CK, serum LDH ve serum
potasyum belirtecleri yaygin gostergeler olarak kullanilmaktadir (103). Hiperkalemi,

rabdomiyolizin hayati tehlike olusturan en Onemli nedeni oldugu ve kreatinin kinaz
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seviyelerinin hasardan 2-12 saat sonra artis gosterdigi rapor edilmistir (101). Bizim
caligmamizda, iskelet kas hasarmin belirtegleri olarak kullandigimiz bu parametrelerde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artma goriildii. Bu bulgularimiz laboratuvarimizda daha
once yaptigimiz ¢alismalar ve literatiirdeki ¢alismalarla benzerlik gosterdi (65,95,96,98). Atwa
ve ark. (104) rabdomiyolizle indiikklenen akut bobrek yetmezliginin gliserol modeline karsi
vazodilatator beta blokerler carvedilol ve nebivololiin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda
kontrol grubuna gore im. %50’lik gliserol (8 ml/kg dozunda) ejeksiyonu yapilan akut bobrek
yetmezligi olusan grupta serum potasyum diizeyinin anlamli derecede arttigini1 rapor
etmislerdir. Hasarlanan kastan hiicre i¢i potasyum salinmasindan dolay1 hiperkalemi goriildiigii
rapor edilmistir (104). Ayn1 ¢alismada goriilen hiperkalemi tablosu ¢alismamizin sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Idrarda KIM-1 varligi bobrek hasari igin spesifik bir gosterge olarak
kabul edilmektedir. Normal proksimal tiibiil hiicrelerinde KIM-1 ekspresyonunun dl¢iilemedigi
bildirilmistir (105). Bizim ¢alismamiza benzer sekilde, Shanu ve ark. (35) 18 saat susuzlugu
takiben 6 ml/kg dozunda im. gliserol (%50) ile olusturduklari rabdomiyoliz modelinde,
selenyumun etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, rabdomiyoliz olusturduklari grupta kontrol
grubuna gore idrar KIM-1 diizeylerinde anlamli artis oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda
KIM-1 diizeylerinde goriilen artisin proksimal tiibiilde hasarin olustugunu ve tiibiiler
fonksiyonlarda goriilen azalma igin de bir biyobelirte¢ oldugunu gosterdi.

Calismamizda kontrol grubu olan grup 1 ile ABH olusturulan grup 3 karsilastirildiginda,
serum nitrik oksit diizeylerinde anlamli diizeyde artma goriildii. Bizim ¢alismamiza benzer
sekilde, Eissa ve ark. (106) miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda (im. %50 gliserol 10 ml/kg)
L-Carnitinin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kontrol grubu ile miyoglobiniirik akut
bobrek hasari olusturulan grubu karsilastirdiklarinda mABH olusturulan grupta serum nitrik
oksit diizeylerinde anlamli artis oldugunu rapor etmislerdir.

Nitrik oksit bobreklerde renal hemodinamigin diizenlenmesinde, medullar perfiizyonun
korunmasinda, tiibiiler sodyum geri emiliminin inhibisyonu, renal sempatik sinir aktivitesinin
diizenlenmesi, tiibiiloglomertiler geribildirim mekanizmasinda rol oynamaktadir. Nitrik oksitin
bobrekteki net etkisi natritirez ve dilirezi diizenlemesidir (61). Nitrik oksit normal kosullarda
eNOS tarafindan sentezlenir ve mikrosirkiilasyonun diizenlenmesinde trombosit adhezyonunun
inhibisyonunda onemli rol oynar. iNOS’un inflamasyonla ilgili bobrek hastaliklarinda
aktivitesinin arttig1 rapor edilmektedir. Miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda nitrik oksit
diizeylerindeki azalmanin renal hasar1 arttirabilecegi rapor edilmektedir. Deneysel

miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda bir¢ok calismada serbest radikal hasarina neden olan
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bir¢ok reaktif oksijen tiirlerinin arttigt gosterilmistir. Serbest oksijen radikali diizeyleri NO
biyoaktivitesini ve eNOS aktivasyonunu azaltabilirler. Serbest oksijen radikallerinin artan doku
seviyeleri lokal olarak salinan NO’yu peroksinitrite doniistiirerek doku hasarina ve nitrik oksit
biyoyararlaniminda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (107,108-110). Calismamizda bobrek
NO diizeylerinin azalmasi serum NO diizeyindeki artis ve idrar NO diizeyindeki azalma
laboratuvarimizda yaptigimiz ve literatiirdeki bir¢ok calisma ile benzerlik gostermektedir
(100,106,111).

Literatiirdeki bir¢cok calismada gliserol verilerek akut bobrek hasart olusturulan
modelde bobrek NO diizeyindeki azalmanin bobrek fonksiyonlarinin azalmasinda 6nemli rol
oynadigi ifade edilmektedir. Bu durum calisgmamizin bu grubunda goriilen bobrek nitrik oksit
diizeyindeki azalma ve bobreklerde glomeriiler ve tiibiiler fonksiyon bozukluklarini
desteklemektedir  (100,111). Immiinohistokimyasal yontemlerle inceledigimiz iNOS
aktivitesinin belirgin olarak artt1ig1, eNOS aktivitesinin ise azaldig1 goriildii. Son zamanlarda bu
modelle yapilan ¢alismalarda iNOS ve eNOS sonuglarinin bizim sonuglarimiz ile benzerlik
gosterdigi goriildi. (65,112). Gliserol ile indiiklenen akut bobrek hasari modelinde iNOS
kaynakli NO’nun agir1 iiretimi bobrek tiibiillerinde hasara sebep oldugu bildirilmistir. Nara ve
ark. (65) kisa siireli gliserol ile indiiklenen akut bobrek hasar1 modelinde gliserolii 10 ml/kg
dozunda im. olarak verdikleri gliserol enjeksiyonundan 1 veya 3 saat sonra iNOS diizeylerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, iNOS diizeylerinin gliserol enjeksiyonundan 1 saat sonra ve
3 saat sonra kontrol grubununa gore anlaml arttii, ancak 1 ve 3 saatlik iNOS diizeyleri
arasindaki artig kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin olmadigini bildirmislerdir (65). Zafrani
ve ark. (113) si¢anlarda sepsis ile indiikklenen ABH modelinde (Lipopolisakkaritin 10 mg/kg
dozunda 30 dk inflizyonu) kan transflizyonunun bobrek oksijenizasyonu ve bobrek
fonksiyonlar: tizerindeki etkilerini degerlendikleri ¢alismalarinda kontrol grubuna gore ABH
olusturulan grupta eNOS diizeylerinin anlamli diizeyde azaldigini rapor etmislerdir (113).
Endojen gii¢lii antioksidan olan glutatyon diizeylerindeki azalma ve lipid peroksidasyonunun
son iriini MDA diizeylerindeki anlamli artis bu grupta serbest radikal aracili hasarin
olusturdugunun bir gostergesi kabul edilebilir. Manikandan ve ark. (114) deneysel mABH
modelinde (8 ml/kg dozunda %50 gliserol) bobrek hasarlarina karsi ferulik asitin etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda kontrol grubuna gére ABH grubunda doku MDA diizeylerinde
anlamli diizeyde artis ve indirgenmis glutatyon diizeylerinde anlamli bir azalma oldugunu rapor
etmiglerdir (114). MDA diizeylerindeki anlamli artis, GSH diizeylerinde anlamli azalma daha

once laboratuvarda yaptigimiz c¢alisma ve mevcut literatiir sonuglart ile uyumluluk
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gostermektedir (95,97,104). Calismamizin bu grubunda hematoksilen eozin boyali bobrek
kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde yogun nekroz ve tiibiiler kast seklinde dens
proteindz madde birikiminde anlamli diizeyde artis izlendi. Bu bulgularimiz daha onceki
calisma sonuglariyla benzerlik gostermektedir (95,115).

Calismamizda %50 giseroliin im. olarak 8 ml/kg dozunda verildigi ve subkutan olarak
1., 6., 12. ve 18. saatlerde 5 pg/kg dozunda relaksin tedavisi verilen 4. grup sicanlardaki
parametreleri, akut bobrek hasar1 gelistirilen 3. grup ile kiyasladigimizda, bobrek fonksiyon
parametrelerinde, nitrik oksit metabolizmas: ile ilgili parametrelerde, oksidatif stres,
antioksidan diizeylerinde, histopatolojik incelemelerde relaksin tedavisinin anlamli bir farklilik
olusturmadigr goriildii. Collino ve ark. (86) 1 saat iskemi, 6 saat reperfiizyon yaptiklari
caligmalarinda, 5 pg/kg dozunda relaksini intravendz olarak verdikleri g¢alismalarinda
reperfiizyonun baslangicinda ve reperfiizyonun 3. saatinde relaksin verilmesinin serum {iire ve
kreatinin diizeylerini azalttigini, idrar miktarlarini arttirdigini bildirilmislerdir. Ayrica MDA
diizeyini azalttigini, siiperoksit dismutaz enzimini arttirdigini, boylece oksidatif stresi
azalttigint ve koruyucu rol oynadigini rapor etmislerdir (86). Yoshida ve ark. (87) erkek
sicanlarda tek tarafli nefroktomi yaptiklar: kontralateral 45 dakika iskemi 24 saat reperfiizyon
uyguladiklar1 ¢aligmalarinda, 500 ng/saat dozunda subkutan osmotik pompa yoluyla renal
iskemiden sonra, 2 saat once ve reperfiizyon siiresince relaksin verilmesinin serum iire ve
kreatinin diizeylerini azalttigini1 ve apoptozis ve inflamasyona kars1 koruyucu rol oynadigini ve
renal tiibiiler hasar1 azalttigini rapor etmiglerdir. Yoshida ve ark. (89) sisplatinin olusturdugu
nefrotoksik etkiye karsi relaksinin osmotik pompa yolu ile 500 ng/saat 5 ya da 14 giin siireyle
verilmesinin plazma lire ve kreatinin seviyelerini anlamli diizeyde azalttigini, bobrek tiibiil
epitel hasar ile apoptozisi azalttigin1 gostermislerdir. Dolayisi ile bu sonuglara goére, relaksin
verilmesinin sisplatin verilmesinin olusturdugu hasara karst koruyucu rol oynadigi
bildirilmistir. Garber ve ark. (88) brometilenamin enjeksiyonu ile olusturduklari renal
interstisyel fibrosis modelinde, osmotik pompa yolu ile 2 pg/saat dozunda 28 giin boyunca
relaksin verilmesinin renal interstisyel fibrosisi azalttigi bobrek fonksiyonlarini koruyarak
(kreatinin diizeyini azalttig1, kreatinin klirensini arttirdigl) koruyucu rol oynadigini rapor
etmislerdir (88). Zhao ve ark. (90). Fare ve siganlarda domuz relaksin-1 ile rekombinant insan
relaksin 2’nin biyoaktivitelerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda relaksini 6 saat araliklarla
subkutan olarak uygulamislardir. Bizde ¢alismamizda benzer sekilde relaksini 6 saat ara ile

subkutan enjeksiyonunu yaparak mevcut modelimizdeki etkilerini arastirdik.
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Relaksinin yukarida Ozetlendigi birgok invivo deneysel c¢alismada bobrek
fonksiyonlarmi korudugu anti-inflamatuvar, anti-iskemik, anti-fibrotik, anti-apoptotik bir
hormon oldugu birgok calismada rapor edilmistir (12,86,87). Ayrica bobrekte giiglii bir
vazodilatator etki olusturdugu bobreklerde nitrik oksit diizeyini arttirarak  bobrek
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde ve bobrek hasarinin azaltilmasinda 6nemli rol oynadigi
rapor edilmistir (13). Yaptigimiz calismamizda relaksinin incelenen parametreler lizerinde
istatistiksel olarak anlamli koruyucu etkiler olusturmamasinin birka¢ nedeni olabilir;
calismamizda deneysel mABH olusturmak icin gliserol enjeksiyonunun 1., 6., 12. ve 18.
saatlerinde relaksini subkutan olarak verdik (86,90). Bizim ¢alisma sonuglarimizin daha 6nce
yapilan ¢alisma sonuglart ile uyumlu olmamasi; 1) relaksinin verilis yoluna, 2) relaksinin
dozuna 3) verilme zamani, 4) verilme siiresi, 5) deneysel mMABH’nin olusma mekanizmasinda
etkili faktorlerin, diger deneysel modellerden farkli olmasmin bir sonucu olabilir. Ayrica
literatiirdeki diger calismalar incelendiginde relaksinin yar1 dmriiniin insanlarda yaklasik olarak
5-15 dakika olmasi nedeniyle osmotik pompa yoluyla inflizyon tarzinda uzun siireli verildigi
goriilmektedir (86). Calismamizda daha once literatiir destekli doz ve verilis zamanlar1 alinmasi
koruyucu etkilerinin goriilmemesinin bir nedeni olabilir. Relaksinin vazodilatator etkinligi
nedeniyle bobrek disindaki damarlarda vazodilatasyona neden olmasi1 rabdomiyolize bagli kas
hasar1 sonucu olusan hipovolemik etkiyi arttirmis olabilir. Bunun sonucunda bobrek hasari
tizerindeki koruyucu etkilerini géstermesinde verilen doz yetersiz olabilir.

Relaksinin biitiin bu bulgular ve literatiir ile birlikte degerlendirildiginde deneysel
miyoglobiniirik ABH’de relaksinin etki mekanizmasini gdstermek igin ¢alismamiz yetersiz
kalmaktadir. Bu konuda relaksinin dozu, verilis yolu, verilis zamani ve verilme siiresinde
yapilan diizenlemeler ile renal kan akimi bobrek fonksiyonlari oksidatif hasar derecesini
gosteren parametreler ile nitrik oksit metabolizmasi tizerindeki etkileri molekiiler diizeyde
aragtiran daha kapsamli caligmalar yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz. Bir¢ok deneysel
bobrek modelinde yararli etkileri gosterilen relaksinin etkinligini daha detayli arastirmak
amaciyla; relaksinin yari Omriiniin kisa olmasi nedeniyle osmotik pompalarla saatlik
salmiminin yapildigi ve relaksinin farkli zamanlarda (3., 6., 24., 48., 96. saatlerde) ve farkli
dozlarda etkilerinin arastirilmasit ig¢in yeni kapsamli projelerin yapilmasi gerektigi

goriisiindeyiz.
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SONUCLAR

Mevcut ¢alismamizda, hipertonik gliseroliin im. uygulanmasiyla olusturulan deneysel
miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 modelinde, relaksin hormonunun bébrek fonksiyonlar1 ve
hasari lizerine etkileri ile nitrik oksit metabolizmasi ve serbest radikallerin olusturdugu hasar
tizerindeki rolii arastirildi. Sonuclar degerlendirildiginde;

Calismamizda im. serum fizyolojik verdigimiz ve 1., 6., 12. ve 18. saatlerde sc. PBS
enjeksiyonu yaptigimiz kontrol grubu olan 1. grup sicanlar ile im. serum fizyolojik verdigimiz
ve 1., 6.,12. ve 18. Saatlerde sc. 5 pg/kg dozunda relaksin verilen saglikli sicanlarda relaksinin
etkilerinin incelendigi 2. grup sicanlari karsilastirdigimizda, ikinci gruptaki siganlarda serum
tire, serum kreatinin, serum ALT diizeyleri ile idrar iire ve idrar kreatinin diizeylerinde anlamli
azalma oldugu saptandi.

Calismamizda %50’lik gliseroliin 8 ml/kg dozunda im. olarak verildigi ve sc. olarak 1.,
6., 12. ve 18. saatlerde PBS verilen 3. grup sicanlarda, bobrek fonksiyon belirtegleri olan serum
ire ve serum kreatinin diizeyleri, tiibiiler fonksiyonlarin gostergesi olan fraksiyonel sodyum
atiliminda, kas hasarinin belirtecleri olan serum ALT, serum AST, serum CK, serum K" ve
serum LDH aktivitelerinde, serum NO diizeylerinde anlamli artis gozlemlendi. Bobrek
dokusunda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeylerinde, histopatolojik
olarak yapilan incelemelerde bobrek hasar skoru ve tiibiiler kast birikiminde anlamli artis
oldugu saptandi. Okside glutatyon ile rediikte glutatyon diizeylerinde ve nitrik oksit
diizeylerinde anlamli azalma saptandi. Glomertiler filtrasyonun bir belirteci olan kreatinin

klirensinde ve idrar NO, idrar Na*, idrar iire ve idrar kreatinin diizeyleri ile idrar hacminde
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anlamli diizeyde azalma, proksimal tiibiil hasarinin gostergesi olan idrar KIM-1 diizeyinde
anlamli artma gozlendi. Miyoglobiniirik akut bdbrek hasari olusturulan bu grupta
immiinohistokimyasal lokalizasyonlar1 incelenen iNOS aktivitelerinde artma, eNOS
aktivitelerinde azalma goriildii. Bu sonuglarimiz deneysel miyogobiniirik akut bobrek hasari
modelinin gelistigini ve deneysel modelin olustugunu géstermektedir.

Calismamizda %50 giseroliin im. olarak 8 ml/kg dozunda verildigi ve sc. olarak 1., 6.,
12. ve 18. saatlerde 5 pg/kg dozunda relaksin tedavisi verilen 4. grup sicanlardaki parametreleri
akut bobrek hasari gelistirilen 3. grup ile kiyasladigimizda, bobrek fonksiyon parametrelerinde,
nitrik oksit metabolizmasi ile ilgili parametrelerde, oksidatif stres, antioksidan diizeylerinde,
histopatolojik incelemelerde relaksin tedavisinin anlamli bir farklilik olusturmadig1 goriildii.

Relaksinin biitiin bu bulgular ve literatiir ile birlikte degerlendirildiginde deneysel
miyoglobiniirik ABH’de relaksinin etki mekanizmasini gdstermek i¢in calismamiz yetersiz
kalmaktadir. Bu konuda relaksinin dozu, verilis yolu, verilis zaman1 ve verilme siiresinde
yapilan diizenlemeler ile renal kan akimi, bobrek fonksiyonlari, oksidatif hasar derecesini
gosteren parametreler ile nitrik oksit metabolizmasi tizerindeki etkileri molekiiler diizeyde

aragtiran daha kapsamli ¢aligmalar yapilmasi gerektigi diislincesindeyiz.
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OZET

Relaksin, anti-inflamatuvar, anti-iskemik ve vazodilatatér ozelliklere sahip bir
hormondur. Bir¢ok deneysel bobrek hasart modelinde koruyucu rol oynadigr bildirilmistir.
Miyoglobiniirik ABH, travma ve travma dis1 nedenlerle iskelet kasi hiicrelerinin hasara
ugramasi ve hiicre i¢i elemalarinin dolasima geg¢mesi yani rabdomiyoliz sonucu olusan bir
sendromdur. Calismamizda mABH’de relaksinin diizeylerini, bobrek fonksiyonlar1 ve hasari
tizerindeki etkilerini ve etki mekanizmalarini arastirmayi1 amagladik. Calismamizda 36 adet
erkek sicandan olusan 4 grup olusturuldu. 24 saat susuzlugu takiben; 1. ve 2. grup sicanlara
serum fizyolojik, 3. ve 4. gruplardaki siganlara gliserol (%50) soliisyonundan 8 ml/kg’a gére
bulunacak toplam hacim esit miktarlarda her iki arka bacak kaslarina enjekte edildi. Metabolik
kafese alinan 1. ve 3. grup sicanlara; 1., 6., 12., ve 18. saatte sc. PBS enjeksiyonu, 2. ve 4. grup
siganlara ise sC. Sug/kg dozunda relaksin verildi. Intramiiskiiler gliserol veya serum fizyolojik
enjeksiyonunun 24. saatinde idrarlar1 alindiktan sonra, anestezi altinda si¢anlarin kan 6rnekleri
ve bobrek dokular1 alindi. Ikili gruplar arasindaki karsilastirmalarda Mann Whitney U testi
kullanildi. Calismamizda 3. grup siganlarda serum {ire, kreatinin, ALT, AST, CK, K*, LDH,
NO ve FeNa diizeylerinde anlamli artis gozlemlendi. Bobrek dokusunda ise MDA
diizeylerinde, histopatolojik olarak yapilan incelemelerde bobrek hasar skoru ve tiibiiler kast
birikiminde anlamli artis, GSH ile NO diizeylerinde anlamli azalma saptandi. Calismamizda 4.
grup ile 3. grubu kiyasladigimizda incelenen parametrelerde anlamli farklilik olmadigi goriildii.
Relaksinin dozu, verilis yolu, verilis zamani ve verilme siiresinde yapilan diizenlemeler ile renal

kan akimi, bobrek fonksiyonlari, oksidatif hasar derecesini gdsteren parametreler ile NO
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metabolizmast ilizerindeki etkileri molekiiler diizeyde arastiran daha kapsamli ¢aligmalar

yapilmasi gerektigi diislincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Relaksin, Nitrik Oksit, Glutatyon, Miyoglobiniirik Akut Bébrek Hasari,
Rabdomiyoliz
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THE EFFECTS OF RELAXIN IN EXPERIMENTAL MYOGLOBINURIC
ACUTE KIDNEY INJURY

SUMMARY

Relaxin is a hormone that includes anti-inflammatory, anti-ischemic and vasodilatatory
features. It is stated that it plays a productive role in many experimental kidney damage models.
Myoglobinuric acute kidney injury (mAKI) is a uremic syndrome that appears because of the
damage in skeletal muscle cells and getting into circulation of inner-cell elements related to
traumatic and non-traumatic reasons, namely rhabdomyolysis. In our study, we aimed to
determine the relaxin level and its effects and effect mechanisms on kidney damage and
functions in mAKI. In this study, four groups consisting of 36 male rats were composed. After
those rats were left without water for 24 hours, saline (SF) was given to the first and second
group of rats, hypertonic glycerol (%50) solution was injected into each back leg muscles with
equal level of 8 ml/kg to the third and fourth groups of rats. After the injection, the rats are
taken to the metabolic cages. Subcutaneous phosphate buffer solution (PBS) were injected on
the 1st, 6th, 12th, and 18th hours in the 1st and 3rd group of rats. Subcutaneous 5 pg/kg of
relaxin were injected to 2nd and 4th group of rats in the same time basis. After 24th hour of
intramuscular glycerol or SF injection their urines were taken. The rats were euthanatized under
anaesthesia and their blood samples and kidney tissues were taken. Mann Whitney U test was
used in the comparison of the groups. In our study, in the 3rd group, mAKI, there was

statistically significant increase in serum urea, creatinine, alanine
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aminotransferase, aspartate aminotransferase, creatine kinase, potassium, nitric oxide (NO)
levels and lactate dehydrogenase activities and in the fractional sodium excretion. In the kidney
tissue, there was a statistically significant increase in the malondialdehyde levels. In
histopathological examination, we observed a significant decrease in glutathione and NO levels,
kidney damage score and tubular cast storage. In our study, relaxin treatment did not
significantly change our investigated parameters in AKI model. We believe that more extensive
studies should be carried out on the dose of relaxin, its time and route of administration, on the
parameters of renal blood flow, renal functions, oxidative damage and the effects on nitric oxide

metabolism in molecular level.

Keywords: Relaxin, Nitric oxide, Glutathione, Myoglobinuric acute Kkidney injury,

Rhabdomyolysis
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